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Uber die Bildung von Xanthophyll, Carotin und Chlorophyll 
in belichteten und unbelichteten Gerstenkeimlingen. 
Yon 


H. y. Euler und Harry Hellstrém. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 192%.) 


Wie in vorhergehenden Mitteilungen!) angegeben wurde, ver- 
folgen wir mit unseren experimentellen chemischen Beitrigen 
zur Erblichkeitsforschung, bei welchen wir zuniachst an die enzy- 
matischen Hypothesen der Genetik ankniipften, das allgemeinere 
Ziel an solchen Stoffen, welche als Komponenten der primiren 
Entwicklung in Betracht kommen, die Konzentrationsverhiltnisse 
bzw. die Wirkungsquanten der Erbstoffe bei der Mendelspaltung 
quantitativ zu studieren“. 

Die erste Gruppe von Untersuchungen dieses Institutes kon- 
zentriert sich aut das Studium von Chlorophyllmutanten der 
Gerste, wie sie von Nilsson-Ehle?) und von Hallqvist*) be- 
schrieben und gewonnen wurden. Die genetischen Angaben iiber 
diese Mutanten findet man in den Schriften der genannten 
» Forscher; wir miissen hier auf ihre Mitteilungen verweisen. 

Von den bisher untersuchten Chlorophyllmutanten der Gerste 
ist bei den folgenden die Spaltung in eine katalaseschwache und 
eine katalasestarke Linie erzielt worden (wobei die Katalase- 
wirkung des Keimlings zahlenmifig festgestellt wurde): 

Mutante 1622/27, Albina 3, Albina 4, Albina 5 und Albina 6. 


') Euler u. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 10, Nr. 5 
1929); Euler, Harry Hellstrém u. Dagmar Runehjelm, Diese Zs. 
Bd. 182. S. 205 (1929). 

: ‘) Nilsson-Ehle, Zs. f. ind. Abst. u. Vererb.-Lehre Bd. 9, S. 289 
(1913); Hereditas Bd. 3, S. 191 (1922). 
*) Hallqvist, Hereditas Bd. 5, S. 49 (1924); Bd. 8, S. 229 (1926), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIJIL 12 
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Die Katalaseverhiltnisse in jedem dieser Mutantenpaare yar 
bei gegebener Keimungsdauer und Keimungstemperatur konstant, 
zeigte aber fiir jedes Paar einen besonderen Wert, der sich etw, 
um den Quotienten 3 gruppiert. 

Bei keinem dieser Paare ist in den sehr zahlreichen Einzel. 
bestimmungen (je 1 Keimling) ein T'ransgredieren der Modifikations. 
kurve beobachtet worden. 

Die Katalasewirkungen wurden sowohl nach mebrtigigey 
Keimen im Dunkeln bestimmt als nach dem Ergriinen der Kein. 
linge im Licht. Es zeigte sich dabei zunichst, daB die Mendel. 
spaltung hinsichtlich des Ergriinens oder Nichtergriinens (Spaltung 
in griine und weibe Linien) mit der Mendelspaltung in katalase. 
kriiftige und katalaseschwache Linie parallel geht. 

Es hatte sich weiter gezeigt, daB eine enge Beziehung 
zwischen dem Xanthophyllgehalt der im Dunkeln gekeimten Gerste! 
und der Katalasewirkung besteht. Nilsson-Ehle hatte fiir seine 
Chlorophyllmutanten 6 selbstindige Erbeinheiten festgestellt, deren 
Zahl spiter vermehrt wurde; es ergab sich fiir uns demgemab das 
Problem, ob sich die Chlorophyllerbeinheiten auflésen lassen in 
Konzentrationen der Chlorophyll bedingenden Komponenten, 2u- 
nachst in die Konzentrationen der Katalase und sodann ces 
Xanthophylls, und ob diese Erbeinheiten sich wieder zusammen- 
gesetzt erweisen aus noch weiter zuriickliegenden einfacheren 
Stoffen oder primire Katalysatoren, welche die Bildung der 
Katalase bzw. des Xanthophylls bedingen. 

Nachdem in einer vorhergehenden Mitteilung Bestimmungen 
iiber die Verteilung des Chlorophylls bei der Mendelspaltung der 
Gerste mitgeteilt worden sind’), wurden hieran Versuche :n- 
seschlossen, welche aufkliren sollten, ob zwischen dem Chlor- 
phyllgehalt und dem Xanthophyllgehalt der Keimlinge in ce 
ersten Tagen ihrer Entwicklung im Licht eine Beziehung beste 

Die erste Versuchsreihe, welche 18 Keimungstage umfatt, 
wurde so ausgefiihrt, daB sowohl Chlorophyll als Xanthophy!! i 
eleichen Spektrum bestimmt wurden; das Absorptionsmaximu” 
des Xanthophylls liegt nimlich ungefihr bei einem Absorption 
minimum des Chlorophylls und hat somit bei geringer (hlo:- 


') Bei Gerste wurde bis jetzt keine Ausnahme hiervon beobacht' 


daB diese Beziehung aber nicht allgemein gilt, zeigen unsere Ergebn's* 
an Brassica. 

*) H.v. Euler, $.Steffenburg u. H. Hellstrém, Diese Zs. Ba. ! 
S113 (1929). 
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phvyllkonzentration wenig EinfluB auf die Bestimmungen. Es 
zeigte sich jedoch, daB schon nach einer Belichtung von wenigen 
Tagen die Absorption des Chlorophylls die Xanthophyllbestim- 
mungen beeinfluBte; deshalb wurde das Chlorophyll (nach Auf- 
yahme eines Spektrums) abgeschieden und ein neues Spektrum 
jer rein gelb gefarbten Loésung aufgenommen. Da jedoch die 
Resultate, welche unten angegeben sind, sich hinsichtiich Nantho- 
phyll weniger befriedigend erwiesen, wurde eine neue Serie in 
Gang gesetzt, bei welcher Chlorophyll, Xanthophyll und Carotin 
einzeln zur Bestimmung gelangten. 


Methodik. 


Die Keimung erfolgte in Blechkisten zwischen Filtrierpapier, 
welches durch mehrmaligen tiglichen Wasserzusatz auf kon- 
stantem Feuchtigkeitsgehalt gehalten wurde. 

Der erste Teil der Keimung, 9 Tage umfassend, ertolgte im 
Dunkeln; hierauf wurde der gréBere Teil der Pflinzchen dem 
Licht ausgesetzt. Einen kleineren Teil lieB man noch weiter im 
Dunkeln keimen. Derselbe war bestimmt fiir weitere Messungen 
des Xanthophylls in den etiolierten Pflinzchen. 

Die Bestimmungen wurden vorgenommen vom 6. Keimungs- 
tag an bis zum 13. bzw. 14. Keimungstag in der ersten bzw. 
zweiten Versuchsserie. 

Um die Variationen, welche dadurch entstehen, daB die 
Keimung nicht gleichzeitig in allen Koérnern einsetzt, so viel als 
mdglich zu eliminieren, wurde der Lingenzuwachs einer besonders 
nezeichneten Pflanze jeden Tag messend verfolgt, und die zu 
untersuchenden Pflanzen tiglich so ausgesucht, daB ihre Linge 
im Mittel stets im gleichen Verhiltnis zu der Standardpflanze stand. 

Zu einer Bestimmung wurden je 10 Pflanzen angewandt, 
welche mit wasserfreiem Natriumsulfat und Chloroform verrieben 
wurden, wobei sich im Chloroform die Farbstoffe lésten. Von 
dieser Lésung wurden Spektra in fiinf verschiedenen Schichten 
aufgenommen, worauf die Liésung im Vakuum bei Zimmertempe- 
ratur eingedunstet und der Riickstand in Ather gelést wurde. 

Die Scheidung der drei Farbstoffe geschah nach der von 
Willstitter und Stoll angegebenen Methode. Die Atherlisung 
wurde mit einigen Kubikzentimetern konzentrierter Lésung von 
Kali in Methylalkchol behandelt, um Chlorophyll in das Chloro- 
phyllinsalz iiberzufiihren, und wurde dann von der nunmehr 
12” 





180 Hans v. Euler und Harry Helistrim, 


gelben Atherschicht abgeschieden. Letztere wurde getrockue: 


und im Vakuum eingedunstet, der Riickstand wurde in Petroleum. 


ither gelést, woraus Xanthophyll durch Behandlung zuerst »;: 
85 °/,igem und hierauf mit 90 °/,igem Methylalkohol abgeschiede: 
wurde. lLetzterer wurde mit Ather versetzt und hieraut mj; 
Wasser, bis sich zwei Schichten bildeten. Die farblose Wasser- 
Alkoholschicht wurde abgeschieden, die Atherlisung wurde ge. 
trocknet, eingedunstet und der Riickstand in Chloroform gelis¢. 
In gleicher Weise wurde das Carotin in die Chloroformliésung 
iibergefiihrt. Von jeder dieser Lésungen, deren Volumina natiir. 
lich gemessen wurde, wurden 5 Spektra in verschiedener Schicht. 
dicke aufgenommen. 

Mittels eines Graukeils mit bekannter Keilkonstante wurde 
die Absorptionskoeffizienten fiir Chlorophyll beim Absorptions- 
maximum 4 = 666my fir Carotin beim Maximum / = 480 mz 
und fiir Xanthophyll im Maximum 4 = 482 mw bestimmt. Vou 
Chlorophyll, Carotin und Xanthophyll wurden Standardlésungen in 
Chloroform bereitet und ihre Absorptionskoeffizienten bestimm, 
so dab der Gehalt des Extraktes dieser Stoffe in der T'abelle ix 
Milligramm ausgedriickt werden konnte. Dadurch, dab fiir eine 
und die gleiche Lésung 5 Absorptionskoeffizienten entsprechend 
den fiinf verschiedenen Schichten gemessen wurden, erhielt man 
die Konzentration als einen Mittelwert von 5 Bestimmungen. 

In Tab. I sind die Bestimmungen der ersten Versuchsrei!:: 
zusammengestellt. Aus der Spalte 3 dieser Tabelle ergibt sicl, 
daB der Xanthophyllgehalt ziemlich kontinuierlich vom 6. bi 
zum 9. Keimungstag ansteigt, dab aber unter den folgenden 
Tagen die Gesamtmenge in den unbelichteten Pflanzen erheblich 
geringer gefunden wird, obwohl die Zunahme per Tag angeuniiert 
die gleiche ist. Dieser Umstand diirfte seinen Grund haben i 
der Art, in welcher die unbelichteten Pflanzen gegen Licht ge- 
schiitzt wurden, niimlich durch Uberdecken mit schwarzem Filtrier- 
papier, wodurch mdglicherweiser der Luftzutritt etwas geringe! 
war. Vergleicht man dagegen den Xanthophyllgehalt der nic! 
belichteten und der belichteten Pflanzen am 10. Keimungstag. °° 
erhilt mun eine stetigere Zunahme. 

Die Resultate der zweiten Versuchsserie findet man besonders 
iibersichtlich in der Figur. Um alle Kurven in der gleiche: 
Figur zusammenzufassen und um doch eine allzu starke Ver 
kleinerung der Ordinateneinheiten zu vermeiden, wurden fiir @ 
3 Stoffe die Ordinateneinheiten so gewiihlt, wie sich aus de 


iS 





> 


Unbelichtete 


(lewichet 





c1o 0 --- — oa 
- 2000 $910°0 010°0 
ol00 POEO 0 — _— 
apis ie £00°0 RE10°0 b610°O 
900°0 ELZOO -—— — — 
cOooO 1et00 e1LO'Oo 
86000 — 
ac1o00 
8cO00'O 


181 





Te 


| = - e 
_ a 5Ul Ul Sul UL AT)}VTOI ; oul ul oul ul 
uno = [Aqdoyyuvx | Aqdoqyyuex | su uy * il Se Se i Sui ut ‘ ' 


P C . cud | Aud | yyhud 
Pen | ee eaeernae UNOLU!) ae Aydoropyy | MHOABO joe peer 


) 
al 


uI[Uey seu 





136 | 


dTIMOx 
unullay 


uy ul 


oouR" 


= 
A) 


UB yer UB YLBYOr) 


IF UIP UITA Y OL 


uOA 4Y 





uazpUITONLY 


‘ 
([A2}T]{) We 


x 
A 


: 


ALBIS 


U 





UIZUBH J oyOPYouog UIZUBH OpOPOTPOGUL] 

















TT Tl? 4* 


£190°0 ZE' I OSOT SPs0'O OcL 
09c0‘O FLT SCR 9CPO'O 168 
SEFo'O 19°0 LeL 8LE0°0 O£6 
C6L0°0 | coc’? 028 $200 GER 

—_ €LF0‘O 631 
0820‘0 CY 
0120°0 OTE 
¥L10°0 P6E 





\|Aqdoyjuey Sur ut an Yo | UISUL[WIOY O] | USUTPWTDY OL ur 
WAydosopyD ussulMIEY OT UF | UosaT[MIEY OT Ut UOA JYOIMOY) yeyos|,Aydoyyusy 


usu] 
yuayon?y WByos|Aydoyquvy yyeyoR|Aydoroyyg | 


s 
wm 
S 
a 
a) 
yy 
_ 
be 
=) 
= 
oO 
cS 
= 
= 
= 
eS 
=) 
7 
O 
a 
a 
5. 
o 
=| 
~- 
=) 
i 
“a 
ja] 
o 
> 
ot 8 
= 
= 
rc 
— 
Sh oml 
al 
tee 
4 
cs 
~ 
2 


ULLAY OL UOA 


\ 


SSUNULOY 
UdZUV], | 7. 


VJOPYOOGuy } 


UIZUL} | DJOPUOTPOE] JUOIM YO) 














182 Hans v. Euler und Harry Hellstrém, 


— 


Ordinatenskalen links im Diagramm ergibt. Als Abszissen sind 
in allen 3 Fillen die Anzahl Keimungstage gewihlt. Die Kurvey 
fiir den Xanthophyllgehalt teilen sich in 2 Teile, von welchey 
der obere den belichteten, der untere den unbelichteten Keim. 
lingen entspricht. 

Es ist bemerkenswert, da8 die Kurve fiir Carotin zwar recht 
gut der Chlorophyllkurve, nicht aber der Xanthophyllkurve ent. 
spricht. 
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—s— Chlorophyll —x— Xanthophyll —o— Caroftin 


Aus Tab. 2 ergibt sich, da in den etolierten Pfianzen Car: 
tin nicht in meBbaren Quantitiiten vorkam, abgesehen von &!! 
paar Fillen, in welchen auch Chlorophyll nachgewiesen wer 
konnte. Dieser Refund diirfte darauf hindeuten, daB nicht nur « 
Chlorophyllbildung, sondern auch die Carotinbildungen in de 
Pflanze, zum Teil wenigstens, eine Lichtreaktion ist. Manche 


ler 
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Tatsachen sprechen dafiir, daB die beiden Farbstoffe in einer 
Beziehung zueinander stehen. 

“ Ohne hier auf die biochemischen Beziehungen zwischen Caro- 
| tinoiden und Chlorophyll bzw. Porphinderivaten im allgemeinen 
niher einzugehen, soll hier nur hervorgehoben werden, dab’ das 


»; [E System konjugierter Doppelbindungen, wie es im allgemeinen 
t- in Carotinoiden vorzuliegen scheint (in einzelnen Fiillen wohl auch 


in Ringform [) sich im Porphinring (II) wiederfindet, wie durch 
die folgenden Formelbilder angedeutet ist. 





I I 
| | H, ] es 
_ fo] 
——CH= =i | 
N N \ / NH i \ 
HG ‘ . CH HG : a CH 
| | u——n H Hi 


Wir halten demgemi8 die Moglichkeit biochemischer Uber- 
ginge zwischen Carotinoiden und Porphyrinen durch Derivate der 
salpetrigen Siure oder Hydroxamsiure (man vergleiche bzgl. der 
photochemischen Rolle der Hydroxamsiiure die Arbeiten von 
(0. Baudisch) nicht fiir ausgeschlossen. 

Die drei letzten Spalten der Tab. 2 geben das Verhiltnis an 
zwischen je 2 der drei untersuchten Farbstoffe. Man sieht, dab 
das Verhiiltnis Chlorophyll—Carotin fast véllig konstant ist, wahrend 
das Verhiltnis Chlorophyll—Xanthophyll innerhalb 4 Tagen aut 
veinahe den doppelten Wert stieg. Ein Vergleich zwischen den 
deiden Tabellen zeigt, daB die Chlorophyllmengen fiir einen und 
denselben Keimungstag gut miteinander iibereinstimmen. Dab 
die Xanthophyllwerte der Tab. 1 héher ausfallen, als in der Tab. 2, 
deruht gréBtenteils darauf, daB das Carotin in der ersten Serie bei 
leu Xanthophyllbestimmungen nicht abgeschieden wurde. Aus dem 
sleichen Grunde ist das Verhiltnis Chlorophyll-Xanthophyll in 
ler letzten Spalte der Tab. i kleiner als der entsprechende Wert 
der Tab. 2. 
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Uber die Verteilung verschiedener Phosphorsaurefraktioney 
auf die einzelnen Herzabschnitte. 


Von 
& Adam Cairns White. 
(Die Arbeit wurde dureh eine Crichton Research Scholarship in Materiy 
Medica, Edinburgh University, erméglicht.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Mai 1929.) 


Wihrend Bestimmungen des Gesamtphosphorgehaltes und 
auch bestimmter Phosphorsiuretraktionen des Herzens ohne kiick- 
sicht auf seine einzelnen Teile 6Ofters ausgefiihrt wurden, ist iiber 
Unterschiede im Gehalt an _ phosphorsiurehaltigen Substanzen 
zwischen den einzelnen Herzabschnitten fast nichts bekannt. Eine 
derartige Untersuchung erschien von vornherein gerade deswegeu 
als reizvoll, weil die Arbeitsleistung der einzelnen Herzabschnitte 
eine recht verschiedene ist und weil nach friiheren Untersuchunge 
aus dem hiesigen Institut sich Unterschiede in der Leistungs- 
fiihigkeit von Muskeln gerade in ihrem verschiedenen Gehalt an 
einzelnen Phosphorsiurefraktionen ') auspriigen. 

Hierbei zeigen Muskeln, die zu rascher Zuckung bet iihigt 
sind, einen hohen Gehalt an solchen Phosphorsiureverbindungen, 
die bei kurzer Aufbewahrung des Muskelbreiés bei 40° unter 
Zusatz von Bicarbonatlésung leicht Orthophosphorsiiure abspalten 
(Pyrophosphorsiure, Hexosemonophosphorsiure), wahrend Muskeln, 
die langer andauernde Leistungen verrichten, reich an ,,organisclier 
Restphosphorsiiure* sind. Der saureunlésliche Anteil dieser Rest- 
phosphorsiiure besteht im wesentlichen aus Phosphatiden. 

Schon friiher haben iibrigens Rubow®, Erlandsen®) und 
Costantino‘) den relativ hohen Phosphatidgehalt des Herzeus 


1) G. Embden, Chemismus der Muskelkontraktion und Chemie der 
Muskulatur, Handb. der norm. u. path. Physiol. Bd. VIII, 1, 8. 369 (1925 

*) Arch. f. exper. Path. Bd. 52, S. 173 (1905). 

‘) Diese Zs. Bd. 51, 8S. 71 (1907). 

*) Biochem. Zs. Bd. 43, 8S. 165 (1912). 
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‘estgestellt. Wenn auch von Kahn’), Embden und Lawaczeck?), 

sowie von Lawaczeck*) bei verschiedenen Tierarten der Gehalt 

tes Herzens an unldslicher Restphosphorsiiure besonders hoch 

' gefunden wurde, so dirfen auf Grund einer vorangehenden Ar- 

M  yeit von K. Sorg*), aus der die Identitat der unléslichen Rest- 
| jhosphorsiure des Herzens mit der Phosphatidfraktion hervor- 
ceht, auch diese Befunde ohne weiteres als Beweis fiir den hohen 
Phosphatidgehalt des Herzens angesehen werden. Entsprechend 

einem hohen Phosphatidgehalt ist es iibrigens auch reich an 

a  (holesterin (vgl. Embden und Lawaczeck?) und Lawaczeck.’) 
Aufgabe der vorliegenden Untersuchung ist es, den Gesamt- 
»hosphorsiuregehalt, sowie den Gehalt an léslicher und an Phos- 
phatidphosphorsiure in den einzelnen Vorkammern und Kammern 


: untersuchen. 
Methodisches. 


Meine Bestimmungen wurden an einer Anzahl von Rinderherzen 


d _ Jvchgefiihrt, die so rasch wie méglich nach der Schlachtung der Tiere 
a -erarbeitet wurden. Der Ansatz der einzelnen Analysen erfolgte entweder 
: ' .yon im Sehlachthaus, oder das Material wurde in einem von auBen mit 
" is gekiithlten, fest verschlossenen GlasgefaiB mit mdglichster Beschleuni- 

cang ins Institut gebracht und erst hier nach der Zerkleinerung, die mit 
F der Schere auf einer von unten mit Eis gekiihlten Glasplatte vorgenommen 
i wurde, weiter verarbeitet. Alles sichtbare Bindegewebe, namentlich auch 
p ias Pericard und Endocard, wurde hierbei stets entfernt. Auch die 


f 


r ' Scheidewinde zwischen Vorhéfen und Kammern wurden niemals mit ver- 
beitet. Wenn die Menge des Materials es irgend gestattete, wurden alle 
Analysen in dreifacher Zahl durchgefiihrt und deren Ergebnisse nur als 
eweiskriiftig angesehen, wenn sie um hochstens 1°/, voneinander ab- 
viclen, Nur bei den Vorhéfen muBte ich mich angesichts der geringen, 
rt _ nach Entfernung des Pericards und Endocards verbleibenden Wandstirke 
‘| Doppelbestimmungen begniigen. 
| Von vornherein verzichtete ich darauf, innerhalb der Fraktion der 
_ csamten léslichen Phosphorsiiure die einzelnen Fraktionen, die anorganische 
. _ nd organische Phosphorsiiure getrennt zu bestimmen, weil es als sehr 
1, | ooglich erschien, daB schon wiihrend der langen, von der Schlachtung 
YT _ cer Rinder bis zur chemischen Verarbeitung der Herzmuskulatur ver- 
_<vichenen Zeit wesentliche Verinderungen in ihrer relativen Menge auf- 
csten, Die Bestimmung der gesamten léslichen Phosphorsiure wurde in 
“her besehriebener Weise®) an gemessenen aliquoten Anteilen des ent- 


') H. Kahn, Dissertation, Frankfurt a. M. 1918 unveréffentlicht. 
. *) Diese Zs, Bd. 125, S. 199 (1928). 
. gs Diese Zs. Bd. 125, S. 210 (1923); vgl. ferner G. Embden und 
+. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 
K. Sorg, Diese Zs. Bd. 182, 8. 97 (1929). 
) E. J. Baumann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, S. 667 (1924); H. Jost, 
se Zs. Bd. 165, S. 171 (1927). 
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quecksilberten Schenckfiltrates mittels konzentrierter Schwefelsiure un 
Perhydrol vorgenommen. 

Bei der Bestimmung der Gesamtphosphorsiure ging ich in der yoy 
K. Sorg') beschriebenen Weise vor. Die schlieBliche Phosphorsiiury. 
bestiusmung erfolgte stets gravimetrisch als Strychnin-Phosphomolybdat, 

Intsprechend den Ergebnissen von K.Sorg wird die als Differen, 
der Gesamtphosphorsiure und der gesamten saureléslichen Phosphorsiiuy 
ermittelte unlésliche Phosphorsiiure im folgenden ohne weiteres als Phos. 
phatidphosphorsiiure bezeichnet. 

Fast immer nahm ich auch Wasserbestimmungen vor, so dab die 
einzelnen am frischen Material gewonnenen Ergebnisse ohne weiteres au‘ 
die Trockensubstanz umgerechnet werden konuten. 


Versuchsergebnisse. 


mn 
Tabelle I. 
Trockensubstanzgehalt der verschiedenen Herzteile in Prozenten des 
frischen Gewichtes. 





1 2 | 3 | 4 5 r 
Versuchs- on Rechter Linker Rechter Linker 
Nr. Vorhof Vorhof | Ventrikel} Ventrike. 
5 18.5. 28 18,23 19,60 17,38 18,89 
7 81.5. 28 18,28 20,04 21,79 21,58 
8 8.6. 28 19,02 20,23 21,20 21.40 
9 13.6. 28 16,09 19,16 19,42 19,18 
11 17. 7. 28 16,76 19,74 20,25 20,97 
12 25.7. 28 16,33 18,77 20,38 20,63 
13 31.7%. 28 18,41 20,84 21,50 21,8] 
14 7.8. 28 17,53 19,81 20,45 20,47 
15 8.3. 29 16,54 13,44 20,02 20,79 

















[ch bespreche zuniichst die Resultate der Trockensubstau:- 
bestimmungen, die in Tab. | zusammengestellt sind. Die in de: 
spiiteren ‘Tabellen wiederkehrenden Versuchsnummern  beziehie:. 
sich auf die gleichen Versuche. Das wesentlichste aus der ‘Tab. : 
hervorgehende Ergebnis ist, da fast ausnahmslos die Vorkammer 
wasserreicher als die Kammern sind; ohne jede Ausnahme ev’ 
hilt hierbei der rechte Vorhof eine weit geringere Menge Trocket 
substanz als der linke. Gegeniiber diesen starken, gesetzmiibige: 
Differenzen im Trockengehalt beider Vorhéfe sind die [Untel- 
schiede in der Trockensubstanz beider Kammern relativ geriné 


1) K. Sorg, Diese Zs. Bd. 182, S. 101 (1929). 
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figig, wobei meist der linke Ventrikel wasserirmer ist. Die 
groBere Feuchiigkeit der Vorhofsubstanz war iibrigens schon bei 
jer Herstellung des Herzmuskelbreies augenfiillig. Verglichen 
mit den von friiheren Autoren!—4) erhobenen Befunden erscheinen 
iibrigens die von mir ermittelten Trockensubstanzwerte als relativ 
niedrig. Dies erklirt sich wohl zum groBen Teil dadurch, dab 
die friheren Wasserbestimmungen an den Herzen anderer Tierarten 
yorgenommen wurden. : 

- Beriicksichtigt man die von mir an den Herzkammern er- 
haltenen Werte, so liegen dieselben den von friitheren Autoren 
am Gesamtherzen gefundenen nahe. 

Der weitaus niedrigere Trockensubstanzgehalt der Atrien 
labt es jedenfalls als notwendig erscheinen, bei Wasserbestim- 
mungen am Herzen entweder immer einen ganz bestimmten Herz- 
teil zu beriicksichtigen, oder solche Bestimmungen nur nach 
griindlicher Durchmischung der Gesamtmuskulatur vorzunehmen. 
Dafiir, daB die einzelnen Herzteile einen gréBeren Unterschied 


Tabelle II. 


Gesamtphosphorsdure (H,PQO,)-Gehalt in 100 Gewichtsteilen Herzimuske!. 














l 2 3 | 4 | 5 6 
Rechter Linker Rechter Linker 
Ver- Vorhof Vorhof Ventrikel | Ventrrike! 
suchs-| Datum | o S|] aS] ola 8}/e8las]feo8 las 
SPS SSISKFSi£o#aiFs licstitsier 
MAR BIHAR S/S AIC ZH H IEF 
5 18.5. 28 | 0,452 2,48 |] 0,581 2,96 |] 0,743 | 4,27] 0,695 3,68 
7 | 31.5. 28 | 0,524 2,86] 0,643 3,21 | 0,726 | 3,33 | 0,746 3,45 
s 8.6. 28 | 0,520 2,88 | 0,651 3,22 | 0,695 , 3,28 | 0,735 3,48 
a) 13.6. 28 | 0,481 | 2,99 | 0,598 | 3,12 | 0,662 | 3,4 0,705 3,68 
1) 20.6. 28 | 0,496, — 0,571 | — 0,667 | — 0,710 — 
17.7. 28 | 0,520 | 3,10 0,650 3,29 | 0,742 3,67 | 0,753 3,73 
2 25. 7. 3 — ee es —_ 0,727 | 3,57 | 0,746 | 3,62 
14 7.8. 28 “= — 0,764 3,85 - -- 0,759 8,86 
1d 8.3. 29 | 0,410 2,48 | 0,506 2,74 | 0,635 | 3,17 | 0,688 3.31 











) Junkersdorff u. Hanisch, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 128, 
S. 231 (1927). 

|) Lederer u. Stolte, Biochem. Zs. Bd. 35, 8. 108 (1911). 

‘) Schenck, Pfliigers Arch. Bd. 202, S. 329 (1924). 

‘.) H. Beumer, Monatsschr. f. Kinderhlk. Bd. 19, S. 409 (1921). 
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in ihrem Gehalt an interstitiellem, nur mikroskopisch sichtbarey 
Bindegewebe zeigen, der die Differenzen im Wassergehalt er. 
kliren kénnte, liegen Anhaltspunkte nicht vor. 

Tab. II enthalt den als H,PO, berechneten Gesamtphosphor. 
gehalt in 100 Teilen frischer und trockener Muskulatur aus dep 
verschiedenen Herzabschnitten. Fast ausnahmslos ergibt sich die 
gleiche Reihenfolge, die wir fiir die Trockensubstanz fanden, 
nimlich: Rechter Vorhof, linker Vorhof, rechter Ventrikel, linker 
Ventrikel, und zwar nicht nur bei Berechnung auf die frische 
Substanz, sondern auch unter Zugrundelegung des ‘l'rocken. 
vehaltes. Nur der Versuch 5 vom 18. Mai, in dem im Gegep. 
satz zu allen iibrigen Versuchen der rechte Ventrikel einen wesent- 
lich héheren Trockengehalt als der linke zeigte (Tab. I), bildet 
auch hier eine Ausnahme. Besonders gro erscheint meist der 
Unterschied im Gesamtphosphorgehalt des rechten und linken 
Vorhofs, doch wird diese Differenz bei Umrechnung aut die 
Trockensubstanz fast ausnahmslos stark vermindert. 


Tabelle III. 


Gehalt an siiureléslicher Phosphorsiure (H,PO,) in 100 Gewichtsteilen 











Herzmuskel 

9 3 | 4 | 5 6 
Rechter Linker Rechter Linker 
Ver- Vorhof Vorhof Ventrikel | Ventrike! 
suchs- Datum os 14 Ble silieaeSieg i és Siege ies 
HSelrveaeiSae SCaiciel|SalfTse |g 2 
Nr. sa l|Yelen ite] a2 lSzl| ss lez 
SBA lSCLPES SCLlPeelietiFeezicsc 
BAIR EMSA iS ales le al Rae: 
. s.¢6.23 | — | — | — | — | 0,408 | 1,92 | 0,441 | 2,06 
9 3.6. 28 | 0,304 | 1,89] 0,870; 1,983] — |— | — | - 
10 20.6. 28 — — | 0,345) — 0,400 | — | 0,482 - 
11 17. %. 88 0,279 1,66 | 0,355 1,80 | 0,396 | 1,96 | 0,426 2.05 
12 + ay Oe — ~~ — -_- 0,414 2,03 | 0,414 2,09 
13 51.43.38 — —_— 0,466 2,24 — | 0,521 2,09 
14 7.8. 28 | 0,814 1,79 | 0,389 1,97 | 0.443 | 2,16 | 0,440 2,15 
1D §.3. 29 0,234 1,42 | 0,284 1,54 | 0,348 1,74 | 0,55 8 1,9 














In Tab. III sind fiir eine Reihe der eben besprochenen Ve'- 


suche und unter den gleichen Versuchsnummern die an (¢eé 
Muskulatur der einzelnen Herzabschnitte ermittelten Werte 1 
siurelésliche Phosphorsaiure angegeben. Man sieht aus 


den Versuchen 11, 14 und 15, in denen die Bestimmungen ?u! 


” 
4 
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*m § alle Herzabschnitte durchgefiihrt wurden, daB bei Berechnung 
 § auf die frische Herzsubstanz fast iiberall der Gehalt an ldslicher 
Restphosphorsdure in den einzelnen Herzabschnitten in der 
- § cleichen Reihenfolge anwichst wie beim Gesamtphosphor. Immer 
len jst auch bei Umrechnung auf Trockensubstanz der linke Vorhot 
die reicher daran als der rechte. Dagegen stimmt in einem Teil der 
- Versuche der Gehalt der linken Kammer an dieser Fraktion 
ier mit dem der rechten Kammer iiberein und zwar sowohl bei Be- 
he rechnung auf frische Substanz wie unter Zugrundelegung der 
a Trockensubstanz. 
nt- Tabelle IV. 


Gehalt an Lipoidphosphorsiure in 100 Gewichtsteilen Herzmuskel. 














en ! 2 | 3 | ‘ | | , 

Me Rechter Linker Rechter Linker 
Ver- Vorhof Vorhof Ventrikel | Ventrike! 
suchs-| Datum 2 E | a 3 2 5 | = 3 2 e | s = 2 = 5 E 
Nr. 2a\lseil22\|sel2nl/Sal sais a 
SalzelesFSlEs |2ele2 24 
-_ “RD |e wm min a Rin ale_A |e a 
s | s.628/ — | — | — | — | 0,278 | 1,35 | 0,299 | 1,37 

9 | 13.6, 28 | 0,176 | 1,09] 0,229] 1,19] — | — — {|— 

10 | 20.6. 28 — — | 0,226} — | 0,267, — | 0,277 | — 

: 11 | 17.7. 28 | 0,240 | 1,43 | 0,294 | 1,49 | 0,346 | 1,71 | 0,351 | 1,70 
- 21 25.%.98) — ria _ — | 0,313 | 1,54 | 0,331 | 1,61 
z 4] 7.823 | — — | 0,374] 1,89] — | — | 0,350 | 1,70 
i 1h 8.3. 29 | 0,176 | 1,06 | 0,222 | 1,20 | 0,287 | 1,48 | 0,295 | 1,42 























5 In Tab. IV ist aus den in den friitheren Tabellen enthaltenen 
Angaben fiir Gesamtphosphorsiure und gesamte lisliche Phos- 
phorsiure als deren Differenz der Phosphatidgehalt der einzelnen 
Herzabschnitte berechnet. Hierbei ergibt sich, daB in der frischen, 
wie auch in der Trockensubstanz des rechten Vorhofs weniger 
_ Vaosphatidphosphorsiure als in der des linken vorhanden ist. In 
. 2 YVersuchen, die einen Vergleich des Phosphatidgehaltes simt- 

| lcher Herzabschnitte gestatten, tbertrifft der Phosphatidgehalt 
der Ventrikel auch den des linken Vorhofs erheblich, wogegen 
in einem weiteren Versuche (14), bei dem nur Bestimmungen am 
unken Vorhof und am linken Ventrikel ausgefiihrt wurden, sich 
ea geringer Mehrgehalt des linken Vorhofs ergibt. Vier Ver- 
suche, die einen Vergleich der rechten und linken Kammer ge- 
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statten, zeigen, daB die bei Berechnung auf frische Muskulaty; 
vorhandenen, meist geringfiigigen Unterschiede unter Zugrunde. 
legung der Trockensubstanz fast iiberall verschwinden. 







Die Tatsache, daB gesetzmiabige Unterschiede von erheb. 
lichem Umfang im Gehalt der einzelnen Herzabschnitte a 
Wasser und an verschiedenen Phosphorsiurefraktionen vorhandey 
sind, diirfte nicht ohne physiologische Bedeutung sein. Vielleich: 
kommt auch in einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit von Laszlo’. 
welcher am kranken Herzen in den beiden Ventrikeln ein yer. 
schiedenes Verhiltnis N:P,O, fand, eine schon normalerweise 
vorhandene Differenz zum Ausdruck. Auf Grund meiner Ver. 
suchsergebnisse liegt es jedenfalls nahe, die Verteilung der Ge. 
samtphosphorsiiure und ihrer verschiedenen Fraktionen auch je; 
Erkrankung einzelner Herzabschnitte genauer zu untersuchen. 
















Zusammenfassung. 


1. Der Wassergehalt der einzelnen Herzabschnitte zeigt ¢. 
setzmiiBige Unterschiede derart, daB die rechte Vorkammer dex 
kleinsten Gehalt an Trockensubstanz aufweist; ihr folgt die linke 
Vorkammer. Noch trockensubstanzreicher sind jedoch _beide 
Kammern, die sich untereinander in ihrem Wassergehalt nicht 
gesetzmibig unterscheiden. 

2. Der Gesamtphosphorgehalt in den einzelnen Herzabschnitte: 
steigt in der Reihenfolge: Rechter Vorhof, linker Vorhof, recl::: 
Kammer, linke Kammer. Dieser Unterschied bleibt fast imme 
auch bei Umrechnung auf die Trockensubstanz erhalten. 

8. Der Gehalt an siureléslicher Phosphorsiiure ist in ¢: 
frischen Substanz und in der Trockensubstanz des linken Vorhos 
regelmiibig gréBer als in der des rechten; der Gehalt der Kammer 
an dieser Fraktion iibertrifit wieder den des linken Vorhofs. 

4, Der Phosphatidphosphor ist in der frischen und in der 
trockenen Substanz der Vorhéfe erheblich niedriger, als in der 
der Ventrikel. Der rechte Vorhof ist phosphatidirmer als de 
linke. 




















') Klin. Wochenschr. Bd. 7, S. 1411—1414 (1928). 


















Uber den Zusammenhang zwischen Enzymwirkung 
und Adsorption. 
3. Mitteilang zum Mechanismus der Enzymwirkung. 
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Einleitung. 


In den ersten Arbeiten!) dieser Reihe wurde der Nachweis 
erbracht, daB ungesiittigte Kérper von der Gruppe der Alkylene 


F, Nord u. K. W. Franke, Protoplasma Bd. 4, 8S. 547 (1928); 
JL of Biol. Chem. Bd. 79, S. 27 (1928). Beziiglich weiterer Literatur vel. 
'.F. Nord, Mechanism of enzyme action and associated cellphenomena, 
Monographie, Baltimore 1929; F.F. Nord, Zs. f. angew. Chem. Bd. 42, 
1929) (im Druck). 
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enzymatische Reaktionen zu beeinflussen vermégen. Sowolil je; 
Systemen, welche Zymasen bzw. solche, die Katalase oder Diastas: 
enthalten, konnte gezeigt werden, daf diese Verbindungen einer. 
seits die Zellpermeabilitit erhéhen, aber auch den Zellstoffwechse! 
hindern kénnen. Gleichzeitig hat es sich herausgestellt, dab « 
moéglich war — entgegen den bisher geltenden Annahmen — ar, 
gewissen amerikanischen Unterhefen Macerationssifte von praktisc} 
unbegrenzter Haltbarkeit zu gewinnen, deren Leistungsfaihigkej: 
wie angenommen wurde, infolge Steigerung ihrer Peptisation 2, 
erhéhen und die vorerwihnten Verbindungen an der lyophi- 
colloiden Oberfliche der in den Macerationssiften befindlichen 
Enzyme zu adsorbieren. — Der als ,,Protektor“ bezeichnete Ad. 
sorptionsfilm vermochte bei den dort erhaltenen, auBerordentlic!, 
rasch angirenden und girkriftigen Saften die Enzymoberfliche 
vom KinfluB ihren Zustand beeintriichtigender Agentien und Vor. 
ginge zu schiitzen. Hiernach ergibt sich weitergehend der Satz, 
daB eine verminderte Wirksamkeit solcher Enzyme, welche sic! 
in Zellen befinden, deren Permeabilitit erhéht ist, von der 
irreversibel schadlichen Phase der Narkose unabhiingig sein 
kann. 

Wir stellten uns daher die Aufgabe, den Zusammenhan; 
zwischen Knzymwirkung und EinfluB der Permeabilitiit bei Heten- 
zellen einer eingehenden Priifung zu unterziehen, zumal wir uw: 
der Richtigkeit der von Collander und Biarlund!) vertretens: 
Ansicht von der herrschenden Unsicherheit in der Bewertung der 
Ergebnisse der Permeabilititsforschung, nicht entziehen konnten 
Eine solche Untersuchung war um so mehr geboten, als iibe: 
den Wirkungsmechanismus von Verbindungen der Art des Athylen: 
Acetylens, Amylens u. a.m. auf enzymatische Reaktionen — i 
gesehen von einem unzuliinglichen Versuch von Hermann Wie- 
land?) — nichts bekannt ist und auch die neuere Literatur . 
trotz der grundsitzlichen Befunde von Hoéfler und Weber‘) w 
der Anschauung festhilt, daB die Permeabilitiitssteigerung nu: 
in der schadlichen Phase der Narkose einiritt. 


1) R. Collander u. H. Birlund, Soc. Scient. Fenn. Comment Biol. |! 
Bd. 9, S. 1—13 (1926), 

*) H. Wieland, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 92, 8. 109 (1922). 

‘) E. Gellhorn, Das Permeabilititsproblem, Berlin 1929, insbeson:” 
S. 369; J. B. Leathes, Croonian Lectures 1923; Lancet 1925, S. 803, > 
957, 1019. 

‘) K. Héfler u. F. Weber, Jhrb. f. wiss. Bot. Bd. 65, S. 643 (1°. 
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 Tropftrichter mit Hahn gesetzt, welcher zur 


' grundsitzlich aus der Aufschlammung nicht 
| herausragten. Die elektrisch angetriebene 
| Vorrichtung gewihrleistet bei einem geeigneten 


' behaltung einer jeweils gewiinschten, gleich- 


diese Kinrichtung waren wir von durch etwaige 
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A. Versuchsanordnung. 


a) Biologische Versuche. 


Die MeBvorrichtung der friiher beschriebenen Apparatur ist 
ynverandert beibehalten worden. — Dagegen hat sich die Ab- 
inderung der eigentlichen Girvorrichtung, die zur experimentellen 
Begriindung einer neuen Gleichung der Kinetik der Zellgirung') 
konstruiert wurde, auch hier sehr gut bewahrt. Sie bestand aus 
einem etwa 50 cm® fassenden Kolben mit flachem Boden, in 


' welchen ein 3fach durchbohrter Gummistopfen gasdicht ein- 


gesetzt war. In eine Bohrung wurde ein kleiner 


Aufnahme von Glucoselésungen oder Hefen- 
aufschlimmungen diente. Aus der entgegen- 
gesetzten Bohrung ragte ein gebogenes, ziem- 
lich weites Gasableitungsrohr heraus und die 
mittlere Bohrung diente zur Aufnahme eines 
mit (JuecksilberverschluB versehenen Fliigel- 
rihrers, derart bemessen, daB die Fliigel 














Ausgleich der Stromschwankungen die Bei- 


bleibenden Tourenzahl des Riihrers. Durch 





UnregelmaBigkeiten im Schiitteln hervor- 





 gerufenen Schwankungen bei allen kommenden 


Versuchen unabhingig, welcher Umstand den gleichzeitig ver- 
laufenden Garungen zugute kam (Fig. 1). 

In ihrer gegenwartigen Gestalt sichert diese Apparatur die 
teproduzierbarkeit eines biologischen Versuches, soweit dies sich 
durch die Art des angewandten Zellsystems nicht ohne weiteres 
verbietet. 

Bei allen Versuchen diente als Giarsubstrat reine Glucose. 
Die verwandte Oberhefe war, wo nicht anders vermerkt, von der 


| Rasse M aus dem Institut fir Garungsgewerbe in Berlin und 
| die Unterhefe von der Hochschulbrauerei bezogen. Aus letzterer 


ee 





') F. F, Nord u. J. Weichherz, Vortrag Hauptversammlung Bunsen- 
“eselischaft 1929. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIII. 13 
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wurden auch die Macerationssifte in der friiher beschriebene; 
Weise hergestellt. Die Glucoselésungen waren vor Beginn (de; 
(J4rung jeweils auf eine Konzentration von 5 bzw. 8 °/, gebracht, 
Ks kamen dagegen bei allen Versuchen 2 g sorgfaltig abgeprette 
Hefe zur Anwendung. 

Das von der Firma C. H. Boehringer & Sohn in entgegey. 
kommender Weise zur Verfiigung gestellte Acetylen war chemisch 
rein und wurde vor Beladung der Zellen bzw. Enzymlésungey 
durch einen mit aktiver Kohle gefiillten groBen Zylinder gefiihrt 
Auf diesem Wege (und nicht durch die Behandlung mit dey 
iiblichen Waschlésungen') laBt sich die Gefahr einer auch nu 
renghen Beimengung von Aceton vermeiden. Technische 

thylen wurde uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk 
Elberfeld, in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. 
enthielt nach den dortigen Angaben etwa 94,4°/, C,H, nebst 
einigen Verunreinigungen, unter welchen der Anteil des aus. 
schlaggebenden Kohlenoxyds 0,12°/, betrug. Es hat sich aber 
nachher herausgestellt, dab sich das im Laboratorium aus Athylen- 
bromid und Zink hergestellte, praktisch chemisch reine Gas in 
biologischer Hinsicht nicht anders verhalt. Mit Ausnahme vor 
wenigen Strémungsversuchen wurden die Absorptive (auch Amylen’ 
in wibriger Lésung angewandt, indem wir bei Zimmertemperatw 
gesittigte Stammlésungen jeweils auf die erforderliche Verdiinnung 
gebracht haben. 

Die Durchfiihrung eines Versuches gestaltete sich folgender- 
maBen: Die Kontroll- und beladene Hefe wurde in beide Kolben 
eingewogen und diese hierauf mit dem Riihrer verschlossen. J)ie 
geschlossenen Kolben wurden nunmehr in die an den abnebn.- 
baren Querstangen des Thermostaten befestigten Klammern ein- 
gesetzt und mit dem Salzwasserbehalter der MeBvorrichtung ver- 
bunden. Inzwischen wurden im Thermostaten Leitungswasser 
bzw. Glucoselésung vorgewirmt und konnten, nachdem auch (ie 
ReaktionsgefaBe bzw. die Hefe und das Salzwasser auf die Ten- 
peratur des Thermostaten gebracht waren, mit ersterer in be- 
rihrung kommen. Zunichst wurde die Hefe unter Rihren 
der jeweils verfiigbaren, mit Kohlensiure gesittigten Wasser 
menge aufgeschliammt. Diese Wassermenge war in erster Line 
abhiingig von der erforderlichen Endkonzentration des Adsorpts 





1) L. Lendle, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 139, S. 215 (1929). 
2) Th. Schuchardt & Co., Gorlitz. 
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Athylen, Acetylen, Amylen). Nachdem die Hefe in geeigneter 
Weise aurgeschlammt und durch den Tropftrichter die Lésung 
jes Adsorptivs zugetlossen war, wurde sie der Eiuwirkung des 
letzteren elne gewlnschte Zeit ausgesetzt. Erst nunmehr lieben 


wir die erforderliche Menge einer 20 bzw. 40°/, Glucoselésung 
zutieBen. Hierauf wurde der ZutluBtrichter noch mit einer ge- 
messenen Menge von mit Kohlensidure gesattigtem Leitungswasser 
sachgespiilt, der Trichterhahn geschlossen und nach Einstellung 
des Biirettenniveaus mit der Messung begonnen. Die Gesamt- 
antangsmenge der Flissigkeit betrug bei einer Aniangszuckerkon- 
zentration von 5 bzw. 8°/, bei jedem Versuch 20 bzw. 25 ccm. 

Ks versteht sich von selbst, daB die hier beschriebenen Ope- 
rationen und Handgriffe ohne Unterbrechung wit der grébt- 
miglichen Raschheit durchzufiihren sind, was nach einiger Ubung 
leicht zu erreichen ist. Die Versuche wurden bei einer Rihr- 
geschwindigkeit von 86 Touren in der Minute und bei einer 
Thermostatentemperatur von 30,0 + 0,2° C ausgefiihrt. Nach 
Beendigung der ersten Giirung wurden in manchen Fiallen, un- 
vekiimmert um den entstandenen Alkohol, mit derselben Hefe 
weitere Garungen nach Erganzung des Glucosevorrates an- 
seschlossen. 

Zwecks iibersichtlicherer Wiedergabe der Versuchsergebnisse 
wurden, diesmal nicht die absoluten, sondern die in der Zeit- 
elmheit gemessenen Kohlensiuremengen als Giargeschwindigkeit 
ausgewertet. Die in dieser Weise durchgetihrte Darstellung der 
Messungen verschafite die richtige Grundlage, um in den tatsiich- 
lichen Mechanismus des durch die Permeabilitit geregelten Stofi- 
austausches der lebendigen Hefezellen einen Kinblick zu gewinnen. 

Die gleiche Apparatur wurde auch bei den Girungen mit 
iellfreien Macerationssaiften angewandt mit der Mabgabe, daB in 
diesen Versuchen an Stelle der Hefe der Zucker (1 g) in die 
ReaktionsgefaBe eingewogen und aus dem Tropftrichter die 
kolloide Enzymlésung (20 com) zugefiigt wurde. Ihre Beladung 
it dem Adsorptiv erfolgte gegebenenfalls bei 0° C. 


b) Physikalische Messungen. 


Die im Laufe der Versuche mit den Macerationssiaften not- 
wendig gewesenen Bestimmungen der Oberflichenspannungen 
wurden, wie frither, mit dem Apparat von Le Comte du Noiy’) 


_ ') P. Le Comte du Noity, Jl. gen. physiol. Bd. 1, 8. 521 (1919). — 
Jie von Lénard, vy. Dallwitz-Wegener u. Zachmann [Ann. d. Phys. |4| 
13” 
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nach der RingabreiBmethode bei 18°C ausgefiihrt. Die Messunge; 


liefern befriedigende, reproduzierbare Werte. 


Die Viscositiiten wurden im Ostwaldviscosimeter bestim)): 
und als relative Viscosititen, bezogen auf Wasser von 20° aus. 


gedriickt. Diese Messungen wurden immer gleichzeitig mit den 
(sarbeginn durchgefihrt. 


B. Versuche und ihre Erorterung. 


a) Versuche an Zellsystemen. 


AnschlieBend an die in den ersten Arbeiten gemachten grund- 
sitzliche Feststellung, daBb eine sehr leicht reduzierbare, schwer 
lisliche Verbindung, wie Athylen, den Zellstoffwechsel ohne irgend- 
eine chemische Beteiligung an der Reaktion, lediglich au 
physikalischem Wege zu beeinflussen vermag, schien es geboteu, 
diese Verhiltnisse unter Heranziehung anderer Verbindungen 
niher zu untersuchen. Die Wahl! fiel hierbei zuniichst auf da; 
Acetylen, um nachher den Weg zu einem Homologen des Athy. 
lens, dem Amylen, zuriickzuweisen. Begriindet erschien diese 
Wahl zuniichst durch die Méglichkeit, daB Acetylen in Anbetrach: 
einer dreifachen Bindung im Molekiil eine Reaktion gegebenen- 
falls noch leichter chemisch zu beeinflussen fahig sein miibte. 
Wir wissen ja, daB sogar noch in der jiingsten zusammenfassende: 
Literatur!) kein Versuch gemacht worden ist, von dieser experi- 
mentell ungesicherten Vorstellung iiber den angeblichen Zusammez- 
hang zwischen Reduzierbarkeit und Beschleunigung der alkoho- 
lischen Girung abzuriicken. 

Das Acetylen zeichnet sich zuniichst durch seine dem Athy- 
Jen fast zehnmal iiberlegene Léslichkeit in Wasser aus, wodurch 
die Méglichkeit gegeben war, im Bedarfsfaile mit gréBeren Mengen 
zu arbeiten. Ein wichtiges Moment betraf aber die Feststellunz 
einer Beziehung zwischen Lipoidlislichkeit einerseits und Solva- 
tisierbarkeit andererseits. Sollten wir nimlich, in Anbetracht der 
leichteren Léslichkeit unserer gasférmigen Adsorptive in dex 
Lipoiden als im Wasser, geneigt sein, diese Tatsache mit de: 


Bd. 74, S. 381 (1924)] erérterten Mingel der MeBmethode konnten hier uw 
beriicksichtigt bleiben, da es sich in unseren Fallen um Vergleichswert 
handelt. 

!) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen Bd. - 
$843, S. 1512 (1926). 
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wihrend der Durchfithrung dieser Untersuchungen bekanntgewor- 
denen, beachtenswerten Befunden von Schwab und Berninger!) 
aber die Solvatation dieser Gase zu verkniipfen, so kinnten die 
Zusammenhinge leichter verstiindlich werden. Diese Verbindungen 
diirften nimlich in erster Linie durch dic Lipoidphase ihren Weg 
in das Zellinnere (dem Ort der euzymatischen Tiitigkeit) nehmen. 
Andererseits haben wir es im Falie unserer Zellaufschliammungen 
mit der Adsorption von in verschiedenem Grade solvatisierter 
Molekiile aus dem Wasser an die Zelloberfliiche zu tun. Von der 
Zelloberflache miissen die Adsorptive in die Lipoidphase iiber- 
treten, deren Durchdringung selbstverstindlich vom Grad ihrer 
Solvatation abhingig ist. Die vorgenannten Autoren fanden, dab 
sich Athylen und Acetylen in dieser Hinsicht voneinander ab- 
weichend verhalten, d. h. die Umbhiillung der Acetylenmolekiile 
mit Wasser findet in einem weit geringeren Mabe statt. Diese 
seringere Solvatation des Acetylens bedingt, infolge der giinsti- 
zeren Verteilungsverhiltnisse zwischen Wasser und Lipoiden, ein 
rascheres Kindringen in das Zellinnere. Hieraus ergibt sich 
ohne weiteres, daB das raschere Kindringen des Acetylens 
eine gleichfalls rein physikalisch bedingte, dem Athylen 
iberlegene Erhéhung der Zellpermeabilitit zur Folge 
haben muB. Diese Uberlegungen stehen mit unseren Befunden 
in vollem Kinklang, nicht nur, soweit dies die obergirigen Hefen 
betrifft, sondern ihre Berechtigung kam natiirlich bei den unter- 
girigen Hefen kraft ihres héheren Lipoidgehaltes noch in stirkerem 
MaBe zum Vorschein. 

Wie immer man sich zur Frage von der Beschaffexheit der 
Zellmembran an sich auch stellen mag’), so war jedenfalls durch 
ue Méglichkeit der experimentellen Abinderung ihres Zustandes 
der Hinweis auf die Notwendigkeit einer grundsiitzlichen neuen 
Betrachtung von im Innern einer Zelle sich abspielender, enzyma- 
uscher Reaktionen gegeben. — Der so beeinfluBte Zellstoffwechsel 
spielt sich namlich in geschlossenen Raiumen ab, welche durch 
Membrane getrennt sind.*) Die bereits friiher als unhaltbar an- 
gesehene Anschauung, dab die Beschleunigung gewisser enzyma- 
tischer Vorgiinge durch Verbindungen auf deren chemischen Kin- 








'!G. M. Schwab und E. Berninger, Zs. physikal. Chem. A 138, 
8.55 (1928). 
__ *) Vgl. R. Collander, Kolloidchem. Beihefte Bd. 20, 8, 273 (1925); 
r. F. Nord, Science Bd. 65, S. 474 (1927). 
*) Vgl. F. F. Nord und J. Weichherz, a. a. O. 
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fluB (Reduzierbarkeit) oder in diesen Fillen vollkommen nichts. 
sagende ..Aktivierung“ der betreffenden Enzyme zuriickzufiihrer 
ist, ist durch diese Versuche abermals experimentell widerlect. 
Versuche mit Amylen wurden hier angereiht, ohne daf uns Unter. 
suchungen iiber dessen physikalisches Verhalten bekannt ge. 


worden wiiren. 








1. Oberhefe und Acetyien. 
In der ersten Gruppe von Versuchen wurde der Einflu8 vor 
0,5 ccm gesittigter Acetylenlésung auf die Vergirung einer 
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Fig.2a- Oberhefe. 0,5 ccm C,H.-Wasser. 1/, Stunde, cy = 8%). 


8°/,igen Glucoselésung nach einer Kinwirkungsdauer von 30 Mi- 
nuten, 2 Stunden, 4 und 8 Tage untersucht. Das erste Kurven- 
paar (Fig. 2a) zeigt am Anfang eine deutliche Hemmung, gefolg’ 
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Fig.2b. Oberhefe. 0,5 ccm C,H.-Wasser. 2 Stunden. ¢, = 8°). 


durch eine durchgehende Beschleunigung wiihrend der Haupt 
periode. Beim Kurvenpaar / (Fig.2) sehen wir eine durchgehen¢e 
Beschleunigung. die insbesondere am Anfang erheblich gréBer 1s‘, 
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als beim ersten Versuch. Dementsprechend tritt auch der durch 
den Riickgang der (Glucosekonzentration bedingte Geschwindig- 
keitsabtall gegenitiber der Kontrolle friiher ein. Die den Kurven- 
paaren c¢ und d (Fig. 2) zugrunde liegenden Versuche wurden 
derart durchgefiihrt, daB die Hefe wohl mit der Acetylenlésung, 
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Fig. 2c. Oberhefe. 0,5 ccm C,H,-Wasser. 4 Tage. c) = 8°). 


wie im Versuch b, auch nur 2 Stunden in Beriihrung stand. aber 
hiernach schart abzentrifugiert wurde und erst nach einer 4 bzw. 
s Tage wahrenden Aufbewahrung im Wisschrank mit der zu ver- 
girenden Glucoselésung in Beriihrung gebracht wurde. Zu be- 
merken ist hier jedoch, daB im von der abzentrifugierten Hefe 
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Fig. 2d. Oberhefe. 0,5 cem C,Hy-Wasser. 8 Tage. c, = 8°,. 


defreiten Wasser keine Spur!) von Acetylen nachweisbar war: 
dasselbe war somit von der Hefe vollkommen aufgenommen. In 
velden Versuchen sehen wir, daS die Titigkeit der Hefe nunmehr 
deutlich gehemmt war. 


 L. v. Ilosvay, Chem. Ber. Bd. 32, S. 2698 (1899). 











200 F. F. Nord und J. Weichherz, 


Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB mit steigen. 
der Kinwirkungsdauer des Acetylens der Garverlauf durch folgende 


Phasen gekennzeichnet ist: 


a) 1/, Stunde: Hemmung — Beschleunigung 
< Beschleunigung 


b) 2 Stunden: — 
c) 4 Tage: Hemmung 
d) 8 Tage: > Hemmung 


a wae i 


Fig. 3. Oberhefe. 2 ccm C.H.-Wasser. 


Der nichste Versuch hatte den Zweck, den Einfiu8 von 
2 ccm gesiittigter Acetylenlésung bei gleicher Einwirkungsdauer, 
wie Versuch a (30 Minuten) zu priifen (Fig. 3). Der Verlauf des 
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Fig.4a. Oberhefe. 5 cem C,Hg-Wasser. 7/, Stunde. 
Fig. 4b. Oberhefe. 5 ccm C,H,-Wasser. 


Experiments zeigt, im Gegensatz zu Fig. 2, eine fast mit Ver 

suchsbeginn einsetzende Hemmung des Reaktionsverlaufes. 
LiBt man, wie die niachsten Versuche zeigen, je 95 cl 

Acetylenlésung !/, (a) bzw. 1 Stunde (b) einwirken, so sehen ¥" 
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im ersten Falle eine fast durchgehende Hemmung und im 
»weiten Falle einen Ubergang von einer Hemmung in eine Be- 
schleunigung (Fig. 4, a—b). 

Von besonderer Wichtigkeit stir die Deutung der hier ob- 
waltenden Verhaltnisse scheinen die durch die Kurvenbilder (Fig.5a 
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Fig. 5a. Oberhefe. 10 ccm C,H.-Wasser. 1 Stunde. cy = 8°. 


bis c) wiedergegebenen Versuche zusein. Bei einer Kinwirkung von 
10 cem Acetylenlésung wihrend einer Stunde (a) sehen wir noch 
eine Beschleunigung, deren Hochstbetrag etwa 10°/, ist, gegen- 
iber nur mehr 7°/,, welche hervorgerufen wird durch die Kin- 
wirkung von 15 ccm Acetylenlésung wahrend der gieichen Zeit (b) 
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Fig.5b. Oberhefe. 15 ccm C,H,-Wasser. 1 Stunde. c, = 8° 


und die im Wege einer bis 50°/, erreichenden Anfangshemmung 
‘ich bis zu 7°/, in der Hauptperiode bei einer Kinwirkungsdauer 
von 2 Stunden (c) ermibBigt. 

Im Gegensatz zu den bisher besprochenen Versuchen hat es 
‘ich als notwendig erwiesen, einige Versuche durchzufihren, bei 
welchen in Ubereinstimmung mit unseren allerersten!) Er- 





') F. F. Nord und K. W. Franke, Protoplasma Bd. 4, S. 561 (1928). 
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fahrungen das Adsorptiv durch die Auischlammung mit eine, 
Geschwindigkeit von 70 Blasen pro Minute bei einem Rohrdurch. 














messer von 2 mm strémte. Eine unmittelbare Kontrolle der 
wirksamen Acetylenmenge war infolge der fiir Hefensuspep. 
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Fig. 5c. Oberbefe. 15 ccm C,H.-Wasser. 2 Stunden. ¢,) = 8°. 


sionen unbekannten Invasionsgeschwindigkeit des Acetylens ux- 
moglich. 

Kurvenpaar Fig. 6a gibt den Verlauf eines Versuches nach eine: 
Strémungsdauer von 10 Minuten zuziiglich einer weiteren Kin- 
wirkungsdauer von 15 Minuten mit dem Ergebnis wieder, da8 wi: 




















50 109 150 cU0 250 Min 


Fig.6a. Oberhefe. 10 Minuten. C,H, + 15 Minuten. c, = 8”. 


wihrend der Hauptgiirzeit eine durchgehende Beschleunigung beoo- 
achten konnten. LieBen wir bei gleichbleibender Strémungsdaue: 
das Acetylen 30 Minuten (Fig. 6b) einwirken, so war zwar dic 
Beschleunigung am Anfang gréBer als vorher, sie fiel aber gege! 
Ende der Girung sehr stark ab. Bei einer Strémungsdauer vo: 
30 Minuten (Fig. 6c) trat dieser Abfall noch starker hervor. |n 
folgenden Versuch, der durch das Kurvenpaar 6d wiedergegebe: 
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ist, dauerte die Strémung 60 Minuten zuziiglich 3*/, Stunden Kin- 
wirkungsdauer. Obwohl am Antang der Girung noch eine ver- 
hiltnismiBig starke Beschleunigung zu beobachten war, tiel diese 
im Verlauf der Girung ab, um bei wiederholter Vergirung der 
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Fig. 6b. Oberhefe. 10 Minuten. C,H, + 30 Minuten. cy) = 8°). 


sleichen, neuzugesetzten Zuckermenge im selben Giransatz in 
eine deutliche Hemmung iiberzugehen. 

Als Uberblick kann also an dieser Stelle festgehalten werden, 
daB die zeitlich verschieden ausgefiihrten Strémungsversuche ein 
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Fig.6c. Oberhefe. 40 Minuten. C,H, cy = 5°, 
Fig.6d. Oberhefe. 60 Minuten. (C,H, + 3*/, Stunden. I ¢, = 5° oe +c, = 4°. 


uit den vorhergehenden quantitativen Versuchen iibereinstimmen- 
(es Ergebnis liefern. Hieraus ergibt sich aber ohne weiteres 
der wichtige Schlu8, daB die Invasionsgeschwindigkeit des Ad- 
‘orptivs verhiltnismaBig gering ist. Die weiteren Tatsachen aber, 
(ab niimlich die durchstrémten Hefensuspensionen niemals einen 
Acetylengeruch verrieten und da8 in der abzentrifugierten klaren 
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Suspensionsfliissigkeit nie Acetylen nachweisbar war, lassen yer. 
muten, daB die Aufnahme des Acetylens durch die Hefe aus de; . 
wiBrigen Lésung rascher vor sich geht, als die Invasion des 

Gases in die waBrige Lésunz. 

S( 
2. Acetylen und Unterhefe. i 
Bereits einleitend (S. 197) wurde auf diejenigen Merkmale jy ” 
Lipoidaufbau der Hefenzellen hingewiesen, welche zum Teil di : 
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Fig. 7a. Unterhefe. 0,05 ccm (,.H,-Wasser. 
Fig. 7b. Unterhefe, 0,2 cem C,H,-Wasser. 
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Fig. 7c. Unterhefe, 0,5 ccm C.H,-Wasser, 2 Minuten. c, = 8°,. 
Fig. 7d. Unterhefe. 0,5cecm C,H,-Wasser. 30 Minuten. cy = 8%». 
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Ursache fiir die quantitativen Unterschiede bei Ober- bzw. Unter- 
hefen in funktioneller Hinsicht sind. Diese Abweichungen in 
Verbindung mit den Feststellungen, welche hinsichtlich ihrer 
Solvatisierbarkeit der bei uns zur Anwendung gelangten Ad- 
sorptive gemacht wurden, legten es natiirlich nahe, Beobachtungen 
iber den EintluB von Acetylen auf Unterhefenzellen zu sammeln. 
Die Betrachtung der Kurvenpaare der Fig. 7a—d weist ohne 
weiteres auf diese Unterschiede hin. Es hat sich nimlich heraus- 
vestellt, daB grundsitzlich abnliche Wirkungen wie bei der Ober- 
hefe, bereits bei der Einwirkung von bis zur 20 mal niedrigeren 
Konzentration des Adsorptivs erzielt werden konnten, wobei die 
maximale Kinwirkungsdauer im Gegensatz zu etwa 4 Stunden bei 
der Oberhefe, hier nur 30 Minuten betrug. Folgende Zusammen- 
stellung gibt einen Uberblick von den Versuchsergebnissen. 


Tabelle 1. 





; Menge Zeit : , 
Vere F ts oan | in Min. viii cialecataini 
a) 0.05 2 geringe Beschleunigung — geringe Hemmung 
b 0,20 2 < Beschleunigung — 4 ” 
C) 0,50 2 < ” = ” ” 
d) 0,50 30 = ” — ” ” 











3. Athylen und Oberhefe. 


Wie es sich in den im Abschnitt B/b zu besprechenden Ver- 
suchen herausgestellt hat, kénnen aus 4&hnlichen Unterhefen 
Macerationssafte ganz verschiedener Wirksamkeit gewonnen werden. 
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Fig. 8a. Oberhefe. 10 cem C,H,-Wasser. 1 Stunde. cy 
Fig.8b. Oberhefe. 15 ccm C,H,y-Wasser. 1 Stunde. c¢, 
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Ks war daher naheliegend, unter Umstiinden auch ein verschje. 
denes Verhalten bei amerikanischen bzw. unserer Oberhefe 4/ 7, 
erwarten. Auch muBbte im Gegensatz zu den ersten nur jp | 
Strémungsversuchen festgestellten Verhiltnissen auch das quanti. 
tative Verhalten dieses Adsorptivs gepriift werden. 

Es seien daher hier, lediglich aus zwei Versuchen gewonnene 
iXurven des Reaktionsverlaufes wiedergegeben, wobei es sich im 
Falle auf Fig. 8a um die Einwirkung von 10 cem Athylenwasse; 
und im Falle auf Fig. 8b um eine solche von 15 ccm, in beiden 
Fallen wihrend einer Stunde, handelt. Die beiden Kurvenpaare 
zeigen, daB die Erhéhung der Athylenmenge mit der Wirkungs- 
steigerung parallel lauft, wodurch eine Ubereinstimmung i 
Wirkungsmechanismus wilt dem des Acetylens gegeben ist. 


4. Uberlegungen zu den Athylen- und Acetylenversuchen. 


Die bisher mitgeteilten V ersuche, welche tiber die Einwirkung 
gasformiger Stoffe wie Athylen und Acetylen auf Ober- und 
Unterhefe durchgefiihrt wurden, ergaben folgenden Wirkungs. 
mechanismus. 

Acetylen bzw. Athylen werden von einem flissigen Medium 
aus an der Oberfliiche der Hefenzellen adsorbiert. ks entsteht 
dadurch (1) eine AuBennarkose, welche eigentlich nur den Zell- 
stoffwechsel hemmt. Die im Zellinnern befindlichen Enzyme be- 
halten aber dabei ihre volle Wirksamkeit. Das an der Ober. 
fliche adsorbiert befindliche Acetylen oder Athylen dringt nun 
auf dem Diffusionswege in die Zelle und verursacht hier 2u- 
nichst durch (2) Erhéhung der Permeabilitat eine Leistungs- 
steigerung der Hefenzelle. Bei weiterem Eindringen in die Zelle 
folgt die dritte Wirkungsphase, welche in einer (3) Adsorption 
des Acetylens bzw. Athylens an der Oberfliiche der im Zellinnern 
befindlichen Enzyme bzw. deren Triiger besteht und _praktisch 
eine Hemmung der Fermentwirkung (Innennarkose) bedeutet. [ie 
Tatigkeit der Hefenzelle laBt sich in Gegenwart von Acetylen 
bzw. Athylen stets durch eine Resultante dieser drei Wirkungs 
phasen darstellen. Zunichst ist die AuSennarkose iiberwiegend: 
sobald das Acetylen bzw. Athylen eindringt, wird die Auben- 
narkose abgeschwacht und zwar einerseits durch Verminderung 
der an der duBeren Oberfliche befindlichen Narkotikummenge, 
andererseits durch die stets ansteigende Permeabilitit. Nach 
einer gewissen Einwirkungsdauer schwindet die AuBennarkose 
vollkommen und es ist lediglich eine Steigerung der Zelltiitigkett 











| - Stunden ausgesetzt war. Kurvenpaar a weist auf eine Hemmung, 
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su beobachten. Diese erhéhte Leistung der Zelle wird aber so- 
dann von der Innennarkose kompensiert, so daB lediglich eine 
Hemmung zum Vorschein kommt. Jie starke Diffusion des 
Acetylens bzw. Athylens verursacht also eine Verschiebung des 
Wirkungsmaximums im Verlaufe der Zeit von der AuSennarkose 
iper die Permeabilitétserh6hung zur Innennarkose. 

Auber dem Zeitfaktor haben die vorhandenen Acetylen- bzw. 
\thylenmengen eine ausschlaggebende Bedeutung. Je gréBer die 
Menge ist, um so rascher dringt das Acetylen bzw. Athylen in 
lie Zelle ein und um so rascher folgen die drei Wirkungsphasen 
aufemander. Es besteht auch die Méglichkeit, daB die Permea- 
vilititserhGhung von der rasch eintretenden Innennarkose voll- 
kommen tiberdeckt wird. Sind nur geringe Mengen vorhanden, 
<9 reichen diese unter Umstiinden nicht aus, um alle drei Wir- 
kungsphasen zustande zu bringen. 

Die in den Ejigenschaften der Unterhefe bzw. Oberhefe be- 
stehenden Unterschiede kommen auch bei der Einwirkung des 
Athylens und des Acetylens zum vollen Ausdruck. Einerseits ist 
lie Permeabilitat der Unterhefenzelle gréBer als die der Ober- 
hefenzelle, andererseits enthalt die Unterhefe mehr Lipoide. So- 
wohl Athylen als auch Acetylen sind lipoidlislich, weshalb diese 
in die Unterhefenzelle viel leichter eindringen als in die Ober- 
hefenzelle. Das Athylen diffundiert langsamer als das Acetylen, da 
es in wiBriger Lésung stark solvatisiert ist und es daher von der 
Lipoidphase der Zelle langsamer aufgenommen wird. All dies in 
Betracht gezogen, ist es verstiindlich, daB Acetylen bei der Unter- 
hefe eine wesentlich stiirkere, das Athylen wiederum bei der Ober- 
hele eine schwichere Wirkung aufweist. 


5 Amylen und Oberhefe. 


Die Heranziehung von Amylen fiir unsere Versuche erscheint 
von zwei Gesichtspunkten aus gerechtfertigt. Es stellt (1) ein 
physikalisch-chemisches Extrem der Athylenreihe dar, und 
weist (2) einen Mangel an Daten betreffend seine physikalischen 
Kigenschaften und sein biologisches Verhalten auf. 

Aus den zahlreichen durchgefiihrten Versuchen sei hier 
‘olgende Gruppe mitgeteilt. 

Die Kurvenpaare Fig. 9a bzw. 9b stellen die Wiedergabe eines 
Reaktionsverlaufes dar, bei welchem die Hefe der Einwirkung von 
/9 ccm gesittigtem Amylenwasser wihrend der Dauer von 
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welche in eine anhaltende Beschleunigung iibergeht, hin. Diese, 
Bild wiederholt sich bei einer zweiten Zugabe von Glukose (} 
nach welcher die Anfangskonzentration der giarenden Zucker. 


lésung lediglich etwa 4°/, betrug. 
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Fig. 9a. Oberhefe. 0,5 ccm C,H, -Wasser. 
2 Stunden. II + 3,33°)). 


Fig.9b. Oberhefe. 0,5 com C;,H,o-Wasser. 


Das nichste Kurvenpaar Fig. 10 stellt den Verlauf eines Ver- 
suches dar, in welchem die der gleichen Menge wihrend de: 
gleichen Kinwirkungsdauer des Adsorptivs ausgesetzte Hefe ers: 
nach dreimaligem sorgfaltigen Waschen mit je 18 ccm Wasser 
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Fig. 10. Oberhefe. 0,5 com CsH,.-Wasser. 2 Stunden. 3 x gewaschen. Cp = 8"). 


und 15 Minuten Zentrifugieren auf die Glukoselésung einwirkte. 
Das Ergebnis war eine durchgehende Beschleunigung. 

In den durch die Kurvenpaare Fig. 1 1a bzw. 11b wiedergegebene 
Versuche gelangte Hefe zur Anwendung, welche je 2 ccm Amyle?- 
wasser ohne besondere Einwirkungsdauer bzw. mit einer Hi 
wirkungsdauer von 2 Stunden ausgesetzt war. 
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sehen wir nur eine geringe Anfangshemmung gegeniiber einer 
rheblichen Anfangshemmung im zweiten Versuch, welche in der 
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Fig. 11b. Oberhefe. 2 com CsH,o-Wasser. 2 Stunden. c, = 8%. 
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Fig. 12. 
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Oberhefe. 


} zweiten Haltte des Versuches 
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10 


in eine mibige Beschleunigung iiber- 


veht. Und schlieBlich sehen wir in dem durch Kurvenpaar Fig, 12 
wiedergegebenen Versuch, in welchem der Hinwirkung von 5 ccm 


ms. 


‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIII. 14 
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Amylenwasser ohne besondere EKinwirkungsdauer ausgesetzte Hefe 
die Vergiirung des Zuckers bewirkte, eine durchgehende Hemmung 


des Reaktionsverlaufes. 


6. Amylen und Unterhefe, 


Aus der Darstellung (Fig. 13a—c) der Versuche mit Unter. 
hefe geht hervor, daB eine Hefe, welche der Einwirkung von 0,5 cc, 
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Fig. 13a, Unterhefe. 0,5 ccm C,H, -Wasser. 1/, Stunde. I ¢, = 8"). 
Fig.13b. Unterhefe, 0,6 ccm C,H, -Wasser. */, Stunde. IT + 3,33°. 


Amylenwasser wihrend einer halben Stunde ausgesetzt war, nacl 
zweimaliger Wiederholung der Girung im selben Giransatz unter 


ccm C0. /Min 
30 


™~ 


yo c?.COC~CO:COIOs—“<i*‘SC«éRS OM 


0 50 iGO 
Fig. 13¢. 0,5 ccm C,H,o-Wasser. ', Stunde. III + 3,0%. 





Hinzufiigung von je 1 g Glukose — durch welche allerdings « 
Anfangssubstratkonzentration stufenweise von 8(a) auf 3,33 (b) bz" 


3°/, (c) zuriickging, — die ziemlich scharfe Trennung des Rea* 
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tionsverlaufes (1) in eine Hemmung am Anfang, welche nach 
einem (2) scharfen Ubergang von einer (3) sehr erheblichen Be- 
schleunigung gefolgt war, aufweist. ‘Trotz ansteigender Alkohol- 
menge haben diese Versuche Gelegenheit zur Beobachtung des 
schlagartigen Uberganges der Hemmung in Beschleunigung ge- 
ceben. 

Der eben beschriebene Versuch gab die Veranlassung, die 
(irwirkung einer Unterhefe zu priifen, welche ebenso wie oben 
behandelt war, aber vor Beriihrung mit der Zuckerlésung dreimal 
mit je 18 com Wasser gewaschen und nachher zentrifugiert wurde. 
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Fig. 14. Unterhefe. 0,5 ccm C,H,o-Wasser. 1/, Stunde. 3 x gewaschen. 


Auch hier (Fig. 14) sehen wir grundsitzlich denselben Verlauf 
uit der MaBgabe, daB die Periode der langsameren Giirung nicht 
pur linger anhalt, sondern, daB die Verlangsamung in _ iiber- 
raschender Weise noch viel stirker zum Vorschein kommt. 


7. Deutung der Amylenversuche. 


Ein Verstandnis dieser Versuche wird erméglicht, wenn wir 
uns die Tatsache in Erinnerung zuriickrufen, daB sowohl bei den 
Versuchen mit Unterhefe als auch mit Oberhefe Neugirungen im 
selben Ansatz zur Duplizierung des Verlaufes der ersten Giirung 
celihrt haben. Es geht hieraus klar hervor, daB die Amylen- 
virkung vom Zeitfaktor, im scharfen Gegensatz zur Wirkung des 
niedriger homologen Athylens bzw. des Acetylens, praktisch un- 
wbhiingig ist. Dementsprechend ist anzunehmen, daB die Ge- 
schwindigkeit, mit der das in diesen Versuchen verwandte Amylen 
in die Zelien hineindiffundiert, verschwindend klein ist. Da keine 
Zweifel iiber die Oberfliichenaktivitit des Amylens bestehen 
konnen, ist es klar, daB es seine Wirksamkeit in unseren Ver- 
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suchen der Fihigkeit verdankt, an den Zellelementen adsorbiert 
zu werden. Die hierbei zum Ausdruck kommende Wirkungs- 
resultante des Adsorptivs ist in der ersten Periode des (ir. 
verlaufes eine Hemmung, in der zweiten Periode entspricht sic 
aber einer Beschleunigung, welche jedoch nicht durch eine Per. 
meabilitiitserhéhung, sondern durch eine Verschiebung im Abfal| 
der Zuckerkonzentration zustande gekommen ist. Dies folgt aus 
der ‘l'atsache, daB bei den Nachgarungen in der ersten Periode 
entgegen der nunmehr zu erwarten gewesenen Beschleunigung 
wieder eine Hemmung zu beobachten war. Zieht man nunmebr 
in Betracht, daB nach an anderer Stelle!) zu veréffentlichenden 
Experimentalbefunden die Geschwindigkeit einer Zellgirung ent- 
sprechend dem gegenwartigen Stand unserer Kenntuisse durch 
die Gleichung 
4 i By (e“" eH") 
wiederzugeben ist, wobei 
2V, FaD 

~ v2V+r0) 2 
entspricht’), so folgt hieraus, da die hemmende Wirkung des 
Amylens infolge Erniedrigung des Permeabilititskoeffizienten « 
den Kxponenten w verkleinert. Dieser Umstand spiegelt sich in 
einer Deformation der Geschwindigkeitskurve wieder, indem da: 
in der ersten Periode liegende Maximum erniedrigt wird, der 
Kurvenabfall gleichzeitig tlacher erfolgt, um hierdurch in der 
zweiten Periode einer Beschleunigung Platz zu machen. 

Obwohl die Diffusionsgeschwindigkeit des Amylens_ yer- 
schwindend klein ist, dringt es dennoch in geringer Menge 1: 
die Zellmembrane ein und verursacht dort eine Permeabilitits- 
erhéhung, welche aber durch die von der Adsorptionsschicht er- 
zeugten AuBennarkose iiberdeckt wird. 

Zur Unterstiitzung dieser Ausfiihrungen kénnen die aus jeuel 
Versuchen gewonnenen Erfahrungen dienen, in welchen die 
,Amylenhefe“ erst nach wiederholtem, sorgfaltigem Waschen zur 
Zuckervergirung verwendet wurde. Aus den entsprechende: 
Kurvenbildern geht namlich klar hervor, daB nach dem Weg- 


1) F. F. Nord und J. Weichherz, a. a. O. 

*) In dieser Gleichung bedeuten: J, = Gesamtvolumen, ¢ = Zell: 
volumen, /” = Zelloberfliiche, V = Volumen des iuBeren Mediums, 6 = Me: 
brandicke, « = Permeabilititskoeffizient, / = Reaktionskonstante, ) = fre" 
Diffusionskoeffizient der Glukose. 
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waschen der Adsorptionsschicht bei der Oberhefe eine durch- 
cehende Beschleunigung des Girverlaufes zum Vorschein kommt, 
welche lediglich infolge der vorher iiberdeckt gewesenen Per- 
meabilititserhéhung hervorgerufen wird. Betrachten wir dem- 
gegeniiber das Ergebnis des Auswaschens bei der Unterhefe, so 
sehen wir, daB durch die Waschwirkung keine Beschleunigung, 
sondern eine Jeistungsverminderung der Amylenhefe hervor- 
gerufen wird. Diese Beobachtung steht in gutem Einklang mit 
der bekannten Tatsache, daB die Co-Zymase aus gewissen Ober- 
hefen nur schwer, aus Unterhefen dagegen sehr leicht aus- 
gewaschen werden kann. Die nach dem Wegwaschen der Ad- 
sorptionsschicht zum Vorschein gekommene Permeabilitiitserhéhung 
yerursacht bei der Amylenunterhefe einen griéBeren Co-Zymase- 
verlust, wodurch die Erklirung der tatsichlich beobachteten lang- 
sameren Girung gegeben ist. 


b) Versuche mit Macerationssaft. 


Krst etwa vor Jahresfrist wurden die ersten, grundlegenden 
Beobachtungen tiber den Zusammenhang zwischen physikalisch- 
chemischer Beschaffenheit und Girgeschwindigkeit bei aus ameri- 
kanischen Unterhefen gewonnenen Macerationssiften mitgeteilt. ') 
Ks ergab sich dort einwandfrei, daB bei fortgesetztem Ausfrieren 
eine zeitlich begrenzte Wirksamkeitssteigerung dieser Siifte zu 
erzielen war, welche Hand in Hand ging mit der Steigerung der 
Qbertlichenspannung und Erniedrigung der relativen Viscositit.”) 
Ks war daher zu erwiagen, ob diese Erscheinungen durch eine 
Steigerung der Peptisation der lyophil-colloiden Elemente dieser 
Knzymlésungen bedingt ist. 

Diese iiberraschende Beobachtung empfahl, einen Schritt 
weiterzugehen und nach Zusammenhingen zu fahnden, welche 
zwischen dem physikalischen EKinflu8 unserer Adsorptive und 
der dadurch erzielten Kinwirkung auf die zymatischen Adsor- 
bentien bei der Vergirung der Glucose herzuleiten sind. Sollte 
es sich nimlich herausstelleu, daB solche GesetzmaBigkeiten im 
Laufe unserer Untersuchungen gefunden werden kénnen, dann 
wire es naheliegend, diese etwaigen Beobachtungen als Kriteria 





') F. F. Nord und K. W. Franke, a. a. O.? 

*) Das im Bd. 48, 557 (1929) der Berichte iiber die ges. Physiologie 
mitgeteilte Referat gibt den Inhalt der Arbeit entstellt wieder und erweckt 
‘en Eindruck, als hatte der Referent bei der Niederschrift z. TI. an eine 
wus unbekannte Arbeit anderer Autoren gedacht. 
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fiir die durch den jeweiligen Adsorptionszustand der wirksamey 
lyophil-kolloiden Teilchen verursachten Leistungsiinderungen zy 
betrachten unabhingig davon, ob die Enzyme sich in der leben. 
den Zelle befinden oder freigelegt sind. 

Die in den eingangs erwiihnten (S. 192, 194) Macerationssiitten 
befindlichen Enzyme wurden mit Athylen bzw. Acetylen beladen, 
indem entsprechend den in der T'abelle angegebenen Zeiten die 
gereinigten Gase in miBigem Strom durchgeleitet wurden. [jc 
Ergebnisse der an den so behandelten Siaften durchgefiihrten 
Messungen kénnen aus der unten folgenden Tabelle entnommer 
werden. 











Tabelle 2. 













1. 2 Stdn. mit 
C,H, bel. . 


2. 3 Stdn. mit 
C,H, bel.... 


8. 2 Stdn. mit 
Com, O61. . 


4, 3 Stdn. mit 
Gill, ROL... <6 





Oberflichen- 

spannung 
Kontr.) Bel. 
cem ecem 
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44.54 47,20 
41,30 | 48,56 
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| 
| 
| 
| 
44,54 
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40,80 | 48,16 


Rel. 


Viscositiit 


Kontr. Bel. 
eem ecm 


2,36 | 2,24 


202 | 1,92 


geschw. 


Kontr. | Bel. 


ecm | cem 


| 
0,520 | 0,575 
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0,415 0,475 


0,470 0,425 


Max. Giir- 


sure 


Kontr. Bel. 
ecm C?em 


Ges. Kohlen- 
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Die in der Tabelle zusammengestellten Zahlen besagen, dat 
sowohl im Falle des Athylens, als auch beim Acetylen in 
klaren Gegensatz zu deren Fahigkeit, die Grenzflichenspanuung 
Luft—Wasser zu erniedrigen, sie die Oberfliichenspannung einer 
lyophil-kolloiden Lésung erhéhen. Diese Erscheinung kam 
lediglich durch Annahme einer physikalischen Anlage- 
rung von Athylen bzw. Acetylen an den Elementen ver- 
standen werden.}) 


—_—-—— 










') Wiihrend der Niedersechrift dieser Abhandlung haben wir die jiing:' 
Veriffentlichung von K. H. Meyer (Bioch. Zs. Bd. 208, 8S.1—81 (1929), insbesor 
dere Kapitel XIV, zu Gesicht bekommen. Abgesehen von unseren Bedenke 
gegen seine Ausfiihrungen beziiglich der ,,Adsorptionstheorie* der Narkose, 
muf auf die Unklarheit der dortigen Befunde im Lichte unserer Exper: 
mente hingewiesen werden, um so mehr, als aus noch spiiter zu veriffent 
lichenden Beobachtungen hervorgeht, daB Athylen bzw. Acetylen in ¢e? 
Grenzphase Wasser-Lipoid eine Grenzfliichenaktivitit besitzen. 
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Gleichlaufend mit der Erhébung der Oberflichenspannung 
wurde eine durchgehende Erniedrigung der Viscositiat beobachtet, 
(m einen ursiichlichen Zusammenhang zwischen diesen Fest- 
stellungen zu erblicken, kénnte in Erwigung gezogen werden, 
dub diese Erniedrigung der Viscositaét ebenfalls durch die Ad- 
sorption an der ,,Oberiliche* der lyophil-kolloiden Elemente bzw. 
durch eine mégliche Dehydratation dieser Elemente bedingt ist. 

Die mit denjenigen Siften durchgefiihrten Girungen, die die 
Grundlage fiir die Durchfiihrung unserer physikalischen Mes- 
sungen geliefert haben, zeitigten Ergebnisse, welche mit den 
dortigen Erklirungen in gutem Kinklang stehen, Lediglich die 
Ausdehbnuvg der eigentlichen Induktionsperiode der hier an- 
gewandten Siifte, im Gegensatz zu der ganz kurzen Induktions- 
periode bei den aus amerikanischen Unterhefen erhaltenen Siften 
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Fig. 15a, 








au8ert sich auch darin, daB die maximalen Girgeschwindigkeiten 
hier um das 8- bis 10 fache niedriger waren. 

Aus dem durch das Kurvenpaar auf Fig. 15a wiedergegebenen 
(Garverlauf, dem eine Beladung der Enzymoberflichen mittels 
A\thylen withrend 2 Stunden voraufging, geht hervor, daB in Uber- 
elustimmurg mit der im vorstehenden Abschnitt festgestellten Ad- 
sorption der Anstieg der Gargeschwindigkeit wesentlich spiiter 
elnsetzte. Dies weist auf eine reversible Hemmung hin. Zahlen- 
mibig fiuBert sich dieser Unterschied nicht nur darin, daB die 
absoluten Girgeschwindigkeiten in diesem Fall wesentlich héher 
lagen als bei der Kontrolle, sondern daB auch die gemessene Ge- 
samtkohlensiuremenge hier um etwa 33°/, anstieg. 

Ahnlich liegen die Verhiiltnisse bei dem auf Fig. 15b wieder- 
cegebenen Versuch mit der Mafgabe, daB |die !Beladungsdauer 
ner 3 Stunden betrug und der Giiranstieg dementsprechend 
spater als bei dem vorhergehend beschriebenen Versuch einsetzte 
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Der entsprechende Mehrbetrag an Kohlensiure belauft sich hier 


auf etwa 25°). 

Die in den mitgeteilten Fallen beobachtete hoéhere Giir. 
geschwindigkeit bzw. der Mehrertrag au Kohlensiiure sind al 
unmittelbarer Beweis fiir die mégliche Schutzwirkung eines Ad. 
sorptionsfilmes an einer sogenannten wirksamen Enzymoberfliche 
anzusehen. 

Von den zahlreichen Acetylenversuchen sei zum Schlub nur 
elner mitgeteilt, der sich auch dadurch unterscheidet, dab dic 


o*K 


Fig. 15b. 


Vergirung in Gegenwart von Toluol vorgenommen wurde (Fig. lic. 
Auch bei diesem Versuch ist eine, wenn auch viel friher auw- 
hérende Hemmung der Girung infolge der Anwesenheit des ad- 
sorbierten Acetylens festzustellen. Der in diesem Falle sogar ge. 
ringeren Giirgeschwindigkeit bei den beladenen Enzymen ent- 
spricht nur ein unbedeutender Mehrertrag an Gesamtkohlensiiure. 
Aus der Gegeniiberstellung der Acetylenversuche und der Athylen- 
versuche ist demnach der Schlu8 zu ziehen, daB dem Acetylen 
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Fig. 15c. 


eine geringere Haftfestigkeit an der Enzym- bzw. Trigeroberflicl 
als dem Athylen zukommt. 

Auf eine weitere wichtige Beobachtung im Laufe dieser Ver: 
suche muB noch im Kinklang mit den obigen Ausfiihrungen li- 
gewiesen werden. In keinem der Giransitze mit unseren Macere- 
tionssiiften konnte insbesondere in der Hemmungsperiode auc: 
nur eine spurenhafte Fallung von Enzymtriigern beobachtet werdeu. 
Vielmehr blieben diese Lésungen vollkommen klar und lieferte:. 
entsprechend unserer Erwartung, nach der Reversion héhere Kolileu- 
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<iurewerte. Die auch von O. Meyerhof!) sich zu eigen ge- 
nachte Annahme, daB ,/The degree of precipitation runs exactly 
parallel with the rate of inhibition of fermentation“ ist demnach 
ier unzutreffend. Hieraus folgt auch, daf die bei anderen Nar- 
koticis beobachtete fillende Wirkung, von threr Fahigkeit, eine 
Enzymreaktion zu hemmen, eigentlich unabhingig sein muf. Die 
entsprechenden Grenzen dirften demnach nur bei Narkoticis mit un- 
vinstigen physikalisch-chemischen EKigenschaften zusammenfallen. 

Die Moéglichkeit, die Titigkeit von Enzymlésungen 
durch diese Verbindungen fast vollkommen zu unter- 
vinden, laBt den selbstverstindlichen SchluB zu, daBb 
auch in der lebendigen Zelle befindliche Enzyme eine 
Wirksamkeitsverminderung infolge Narkose erleiden 
kinnen, Ohne daB hierdurch eine Schidigung der Zelle 
aungenommen werden miibte. 


Zusammenfassung. 

1. Ks wurde ein Wirkungsmechanismus fiir die Kinwirkung 
von Verbindungen wie Athylen, Acetylen, Amylen auf Hefen- 
zellen experimentell anfgedeckt und begriindet, nach welchem 
ier Vorgang iiber die Phasen: 1. AuBennarkose, 2. Permeabili- 
tiitserhOhung, 8. Innennarkose liuft. 

2. Es konnte der Nachweis erbracht werden, daB obige Ad- 
sorptive an den lyophil-kolloiden Klementen eines Macerations- 
sattes physikalisch angelagert werden und sowohl eine hemmende 
Wirkung, als auch eine Schutzwirkung auszuiiben vermoégen. 

3. Die hemmende Wirkung obiger Adsorptive ist von der 
tillenden Wirkung der Narkoticis unabhingig. 

4. Ks wurde der Nachweis erbracht, daf& sowohl die Er- 
Lohung der Zellpermeabilitiit, als auch die Narkose der im Innern 
der lebendigen Zelle befindlichen Enzyme von der schiidlichen 
Phase der Narkose getrennt werden kénnen. 


Die Beteiligung an den Vorversuchen zu dieser Arbeit ver- 
enlait uns, Herrn Dr. W. Ursum zu danken. 

Kir die Férderung dieser Untersuchungen sind wir einer- 
eits der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, andererseits 
‘er Kgl, Akademie der Wissenschaften zu Amsterdam, van’t Hoff- 
“tiftung, zu besonderem Dank verpflichtet. 


') O. Meyerhof, Chem. Dynamics of life phenomena, Philadelphia 
#24, 5S. 16, 


218 


Zur Kenntnis 
der enzymatischen Vorgange in der keimenden Gerste. 


4. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung. 
Von 
F. F. Nord und J. Weichherz. 
Mit 17 Figuren im Text. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierarztl, Hochschule Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1929,) 
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Einleitung. 


In der vorhergehenden Arbeit!) sind Befunde mitgetei! 
worden, aus welchen einwandfrei hervorgeht, daB die Steigerun; 
der zymatischen Wirkung von der Reduzierbarkeit der dies be- 
wirkenden chemischen Agenzien unabhiingig ist, vielmehr hingt diese 
Erscheinung lediglich von physikalisch-chemischen Veriinderunge: 
ab. Es war daher naheliegend, diese Erkenntnisse auf Vorging? 
wihrend der Gerstenkeimung anzuwenden, zumal von einem de: 
wichtigsten Teilprozesse der Teiggiirung, nimlich der diastatische: 
Verzuckerung in der 2. Mitteilung’) dieser Reihe die Aussage gt: 
macht wurde, daB: ,In our experiments it was not possible t 


') F. F. Nord und J. Weichherz, Diese Zs., voranstchende er 
2) f. F. Nord und K, W. Franke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4 


(1928). 
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jemonstrate that there was an augmentation of the diastase-starch 
-eaction in the presence of ethylene.“ 

Ks eriibrigt sich, an dieser Stelle in eine nihere Erérterung 
jer Teilvorginge bei der Gerstenkeimung einzutreten, es war aber 
von Interesse, ein weiteres Beispiel dafiir mitzuteilen — abgesehen 
von anderen hier vorzulegenden Befunden — welches geeignet ist, 
Beweise fiir die physikalische Deutung der Beeinflussung gewisser 
enzymatischer Prozesse zu liefern. 


A. Apparatur, Arbeitsweise und Material. 


Fiir unsere Versuche konstruierten wir einen Apparat, welcher 
srundsitzlich die gleiche Arbeitsweise wie im Groben erméglichte. 

Laut Fig. 1 bestand das aus Glas hergestellte Keimgefi8 aus 
drei Teilen. Das mit einem AuBen- bzw. Innenschliff versehene 
\ittelstiick (B) von einem Fassungs- 
rermégen von 500 ccm diente zur Auf- || 
nahme der Gerste und war unten durch | ' Ff -| 


A 





ein feinmaschiges Drahtgewebe aus Rein- 
» — xickel abgeschlossen und konnte in die 
0 & veschlitfene Schale (A) eingesetzt werden, 


hand 


welche unten mit einem Dreiweghahn | 
 ausgeriistet war. In das Mittelstiick i, | 
»  kounte der Aufsatz (C) eingesetzt werden, \ 
» # welcher auBer einem Dreiweghahn noch | 








4 @ cwei tubulierte Offnungen zur Aufnahme  ‘ 
. eines Thermometers bzw. erforderlichen- 
falls eines Stopfens besaBh ’) 
Die Arbeitsweise gestaltete sich a 
tolgendermaBen: je 100 g Gerste wurden 
n das Mittelstiick von 10 dieser Appa- 
rate eingefiillt. Hierauf wurden die (——_VJ- 
3 Sticke zusammengesetzt und die Fig. 1. 
_Apparate nunmehr oben und unten 
tittelst mit Dreiweghihnen versehenen T-Rohrstiicken unter 
‘uhilfenahme von Gummischlauch aneinandergeschaltet. Der 
tunmelr entstandene Reihenapparat wurde sowohl an_beiden 
J Kuden, als auch in der Mitte mit Saugpumpen verbunden. 
“B® ss Weichwasser wurde von unten einzeln in die Apparate 
/cingesogen, was durch die entsprechende Stellung der Hihne 
erleichtert war. Auch konnte auf diese Weise ein beliebiger Teil 
' ter Reihenapparatur ausgeschaltet werden. Angewandt wurde 
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eine Luftwasserweiche, indem bei einer Gesamtweichdauer yoy 


70—72 Stunden und bei einer Wassertemperatur von 10—12° 


nach je 6 stiindiger Weiche eine Stunde lang mit Hilfe der Saug. 
pumpen geliiftet wurde. Das Fortschreiten der Weiche bzw. ihr: 
Beendigung wurde in der iiblichen empirischen Weise festgestell:, 
Nach deren AbschluB wurde das Wasser von unten abgesogen und 
sodann durch jeden Apparat so lange Luft geleitet, bis die Gersten. 
kérner oberflichlich getrocknet waren (6 Stunden). Hiernac\, 
schloB sich die iibliche Keimfiihrung an, wobei durch eine stiin- 
dige T'emperaturkontrolle ein Ansteigen tiber 15°C verhinder 
wurde. ‘Iiglich wurde die Keimung eines Malzhaufens unter. 
brochen und das Griinmalz in bekannter Weise analysiert.’). 

ks wurde stets in zwei Versuchsreihen gearbeitet und zwar 
in der ersten Reihe mit Leitungswasser, in der zweiten Reihe 
aber mit Athylen- bzw. Acetylen-gesittigtem Wasser. Bei der 
Athylen- bzw. Acetylenweiche konnte eine von Anfang an a). 
klingende Aufnahme des Adsorptivs durch die Gerste beobachite: 
werden. Auch waren die Weichwiisser bei der Athylen- bzw 
Acetylenweiche stirker gefiirbt als bei den Kontrollweichen. 

Fiir die Versuche wurde Brauereigerste verwandt. Die an- 
gewandten Adsorptive waren die in der vorhergehenden Mitteilung 
bereits beschriebenen.”) 


B. Erorterung der Versuche. 
a) KinfluB der Adsorptive auf die Keimlinge. 
Die mitgeteilte Fig. 2 (a—i) stellt die tiglichen Verteilung:- 


kurven der Keimlingen wihrend 9 Tagen dar. Auf die Abszisse 
sind die Keimliingen selbst, auf die Ordinate hingegen die Mengen- 











} | 
sol /\ so} ‘ 
| \ 
yr \ K ’ lp | “A | 3.1ag 
7m i/ =\ 
| C> N; H \ ) lag 
| \ Tao * 
\ - \ we ---- wer ext. 
pt te ==” 7 
a3) b ° 
Fig. 2a— 


Vel. J. Weichherz, Die Malzextrakte, Berlin 1928. 
2) Den Firmen C.H. Boehringer Sohn, Hamburg, I. G. Farben 
industrie A. G., Werk-Elberfeld, und SchultheiB-Patzenhofer Brau 
A.G., Berlin, sei auch an dieser Stelle fiir die zur Verfiigung gestellt 


Mate ‘rialien verbindlichst gedankt. 
‘) Die C,H, und C,H,-Kurven iiberdecken sich bei diesem MaBstab 





Ver: 
2Ur 
Eint 
des 


tung 


LullS 








jur Kenntnis der enzymatischen Vorgiinge in der keimenden Gerste. 221 


cerhiiltnisse in Prozenten der einzelnen Keimliingen aufgetragen 
3) = gespitate, g = gegabeite Korner, H = Husaren, '/,, 1, 1%/,, 
» = Keimlangen in Kornliingen ausgedriickt). Aus den Kurven 
seht hervor, daB das Beladen mittelst Athylen bei der gegebenen 
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al Fig. 2d—i, 
Versuchsanordnung auf das Wachsen der Keimlinge im Vergleich 
' mur Kontrolle, wenn auch einen positiven, aber fiuberst geringen 
“ @ kinfluB hat. Dagegen ist die Verteilungskurve unter dem Eintlub 
° des etwa 10 fach leichter léslichen Acetylens sehr stark in Rich- 

tung der lingeren Keime verschoben. 
1) 


) Entwicklung der diastatischen Kraft und der 


priformierten Maltose im Griinmalzextrakt. 
Sowohl aus den die Entwicklung der diastatischen Kraft, als 
' auch aus den die in Griinmalzwiirze befindlichen Mengen priifor- 
». JP uierter Maltose wiedergebenden Kurven (Figg. 3, 4) geht einwandfrei 
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hervor, daB in derselben Zeit unter dem KinfluB der Adsorptive ejp 
bedeutender Vorsprung gegeniiber der Kontrolle zu verzeichnen jst 


Wir sehen hier, daB das Verhiiltnis Kontrolle : Athylenwirkung : Ace. 
tylenwirkung bei der diastatischen Kraft am 4. Tage 1: 1,17: 1,59 
am 8. 'Tage 1: 1,29: 1,48, bei der priformierten Maltose am 4. Tage 


1:1,15:1,36, am 8. Tage 1: 1,09: 1,29 betrigt. 


c) Der Eiweibabbau. 


Wie bekannt, gibt tiber die Auflésung eines Malzes auch de, 


Grad der Proteolyse Aufschlu8. Dieser wird durch die Menge 


my N/10009 Grunman 
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des im Malz befindlichen Formolstickstoffes gekennzeichnet, welcli 
durch Kurven | der Fig. 5 wiedergegeben sind. Der Verlauf dieser 
Kurven steht in gutem Einklang mit den bisherigen Beobachtunge: 
iiber den EinfluB unserer Adsorptive und besagt, daB das Ver 
hiltnis der EKiweiB-Auflésungen yon der Kontrolle zur Athyle:- 
gerste bzw. Acetylengerste am 10. Tage 1:1,82:3,39 betriigt. 
Die Kurven II stellen die im Grinmalzextrakt befindliche: 
Formolstickstoffmengen dar und geben daher die Gesamtmenz? 
aus vor- und neugebildetem Formolstickstoff wieder. Demzutols 
stellen die Kurven III als Differenzkurven von J und II «& 
Mengen des neugebildeten Formolstickstoffs dar und bilden dev- 
nach den iiblichen MaBstab der proteolytischen Kraft. Wenn dic 
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selbe dennoch hier gegen Ende der Keimdauer abfillt, so ist 
dies darauf zuriickzufiihren, daB sich hier ein Gleichgewicht 
zwischen Substrat und Abbauprodukten einstellt; demnach stellen 
die Kurven JIT keinen einwandfreien MaBstab der proteolytischen 
Kraft dar. Aus dem Gleichgewichtszustand folgt auch, dab die 
Erhdhung der vorgebildeten Stickstofimengen eine Erniedrigung 
jer nunmehr als scheinbare zu bezeichnenden proteolytischen 
Kraft nach sich zieht. Aus diesen Uberlegungen folgt aber, dab 
die proteolytische Kraft in der Reihenfolge Kontrolle (Athylen- 
gerste <Acetylengerste steht, trotzdem die scheinbare proteo- 
lytische Kraft die umgekehrte Reihenfolge aufweist. 


d) Griinmalzausbeute und Milzungsverluste. 


In den ersten Keimtagen ist die Griinmalzausbeute der 
Kontrolle etwas gréBer als die der mit Acetylen bzw. Athylen 


20) Yo 
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beladenen Gerste. Am 5. Tage iiberholt die Ausbeute an Acetylen. 
griinmalz die der Kontrolie. Dies trifft fiir das Athylengriinmal, 
am 7. Tage auch zu. Am 10. Tage stehen die Ausbeuten jy 
folzendem Verhiltnis: Kontrolle <Athylengriinmalz (Acetylengriin. 
malz 1: 1,0379:1,0515. (Fig 6). 

Die Gesamtverluste nach dem Darren laufen bis zum 6. Tage 
fast parallel (C,H,\C,H,>K) Von diesem Zeitpunkt an bleiben 
die Verluste des Acetylen- und Athylengriinmalzes zuriick und 
am 10. Tage besteht folgende Reihenfolge bzw. folgendes Ver. 
hiltnis: K>C,H,SC,H, = 1: 0,9211:0,9091. (Fig. 7). 

Die durch Entfernung der Keime nach dem Darren ent. 
standenen Verluste sind beim Acetylenmalz die gréBten, sodann folgt 
in der Reihe das Athylenmalz und zuletzt die Kontrolle. (Fig. 8) 

Dies steht in gutem Hinklang mit den durch Fig. 2a—i 
wiedergegebenen Verteilungskurven der Keimliingen.  Zallen- 
miiBig stehen die Verluste am 10. T'age in folgendem Verhiiltnis: 
K¢(C,H,¢C,H, = 1: 1,1363 : 1,2045. 

Die Atmungsverluste stehen am Anfang der Keimung in der 
Reihenfolge K¢(C,H,<C,H,. Diese indert sich aber am 4. Tage 
und ist am 10. Tage K)C,H,>C,H, = 1:0,8937:0,8434. (Fig. 9. 


C. Besprechung. 


Die vorstehend mitgeteilten Versuche kénnen als endgiiltige: 
Beweis dafiir angesehen werden, das zwischen der Reduzierbarkeit 
eines Adsorptivs und dessen Fihigkeit enzymatische Zellprozesse 
zu beeinflussen keinerlei Zusammenhang bestehen mub, in dem 
gegenwiirtigen Fall um so weniger, als bei der diastatischen Un- 
formung bzw. beim proteolytischen Abbau keinerlei Méglichkeit 
fiir eine chemische Mitwirkung eines etwa vorhandenen Agens 
gegeben ist. DaB aber die zymatischen Vorginge bzw. deren 
Erzeugnisse hier eine ausschlaggebende Rolle spielen kénnten, 
ist schon deshalb von der Hand zu weisen, als sie bei der aerobe 
Keimung vollkommen in den Hintergrund treten. 

Ks ist daher einleuchtend, daB die hier beobachteten und 
mitgeteilten Erscheinungen auf die die Permeabilitaét der Zellen er- 
héhende Wirkung des Acetylens bzw. Athylens zuriickzufiihren sind 

Sehr interessant war es zu beobachten, daB das zweck 
Durchfiihrung der erforderlichen analytischen Untersuchunge! 
nach der Keimung zermahlene und unter LuftabschluB aufbewalrt: 
Griinmalz einen bisher noch nicht festgestellten, aber sehr starke: 
Geruch nach Essigester aufwies. Der Kssigester konnte auc: 





S. 49 
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in Substanz erhalten werden. Leicht verstiindlich wird diese 
Beobachtung, angesichts der Feststellungen von v. Kuler und 
(;rabe?) tiber das Vorhandensein einer Mutasewirkung in keimen- 
der Gerste, wenn wir annehmen, daB die hierdurch entstandenen 
Produkte der Cannizzarierung des Acetaldehyds durch die Lipase 
der Gerste etwa im Sinne der Befunde von Kastle und Loewen- 
hart?) baw. Bodenstein und Dietz*) zu Essigester synthetisiert 
werden. 

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse bedeuten gleich- 
zeitig so viel, daB die Keimdauer gegeniiber der nicht beladenen 
erste um etwa 20°/, abgekiirzt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Ebenso wie der zymatische Abbau bei der Hefe, werden 
auch die enzymatischen Vorgiinge bei der keimenden Gerste 
lurch Adsorptive wie Athylen und Acetylen physikalisch-chemisch 
veeinfluBt. 

2. Der EinfluB der Adsorptive auBert sich in der Steigerung 
ler _Keimgeschwindigkeit des diastatischen und proteolytischen 
Abbaues, durch Erhéhung der Griinmalzausbeute bzw. Verring- 
rung der Milzungsverluste. 

3. Es wurde eine Essigesterbildung im Griinmalz unter Luft- 


 abschluB beobachtet. 


Die Durchfiihrung dieser Untersuchung wurde durch Mittel 


| der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft erméglicht. 


1) H. v. Euler u. E. Grabe, Arkiv f. Kemi Bd, 9, S. 50 (1928). 

*) J. H. Kastle u. A.S. Loewenhart, Amer. Chem. Journ. Bd. 24, 
». 491 (1900). 

*) M. Bodenstein u. W. Dietz, Zs. Elektrochem. Bd. 12, 8. 605 (1908). 
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Untersuchungen iiber Trockenhefe. 
Von 
Karl Myrbiick und Hans y. Euler. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1929.) 


Da wir die fir die quantitative Bestimmung der Co-Zymase 
erforderliche Apo-Zymase stets aus Trockenhefe darstellen, haben 


wir Gelegenheit gehabt, gewisse Beobachtungen zu machen, 
die mit den itiblichen Anschauungen iiber die Natur der Trocken- 


hefen nicht in Ubereinstimmung zu bringen sind. Wir wollev 
hier kurz einige Fragen beriihren, die seit langer Zeit Anlab 
Diskussionen gegeben haben. Eine solche Frage ist: Wieviel 
von dem Girvermégen der lebenden Zellen behalt die Hete beim 
‘Trocknen bei? 


Bei den folgenden Darlegungen spezialisieren wir uns au! 


eine solche Hefe, welche, wie die von uns hier untersuchte 
Trockenhefen, nur eine ganz verschwindende Anzahl lebender 
Zellen enthalten. DaB dies fiir die hier in Frage kommende: 
Hefen zutrifft, wurde in friiheren Untersuchungen gezeigt?), uni 
wir wiederholen hier nur, daB eben in der untersuchten Probe 
unserer H-Hefe die Zahl der vermehrungsfihigen Zellen nacl 
Feststellung von Herrn Prof. Chr. Barthel nur etwa */; 459, der 
totalen Zellenzahl ist. Man sieht leicht ein, daB in solchen 
Fallen die Titigkeit der lebenden Zellen nist die totale Gir- 
wirkung des Priparates keinen meBbaren KinfluB ausiiben kau. 

Im Zusammenhang mit der Frage iiber die Sterilitit de: 
Trockenhefe stehen Versuche iiber den EinfluB, welchen die \or- 
behandlung der Hefen-Priparate mit absoluten Alkohol, Chlor- 
form usw. auf die Garwirkung dieser Hefen ausiibt. Im Ansclilut 
hieran wurden Versuche angestellt iiber die hemmende Wirku2; 


!) Euler und Barthel, Diese Zs. Bd. 159, S. 85 (1926). 
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des der Girmischung zugesetzten Toluols; diesem hemmenden 
Eiekt wurde niimlich in diesem Zusammenhang oft eine gewisse 
Bedeutung zugemessen. 

Wir wollen hier ausdriicklich betonen, daB die von uns ge- 
‘yndenen Verhialtnisse wahrscheinlich nicht bei allen Trockenhefen 
reproduzierbar sind; wir haben selbst unter den uns zur Verfiigung 
stehenden Hefen bedeutende Unterschiede gefunden. Man wird 
unter den sogenannten Trockenhefen wahrscheinlich alle Zwischen- 
stufen finden kénnen zwischen vollstindiger Sterilitiit und einem 
Zustand, in welchem die Mehrzahl der Zellen vermehrungs- 
fihig ist. Hbensowenig wie wir also behaupten wollen, das alle 
Trockenhefen beinahe steril sind, kann man aus dem Umstande, 
daB gewisse solche Hefen eher als lebend zu betrachten sind, 
1. B. schlieBen, daB jede Anwendung von Trockenhefen fiir das 
studium der Zymase unzulissig ist. 

An der seit langem in unserem Laboratorium angewandten 
Unter-Hefe H haben wir untersucht, wie sich das totale Giir- 
vermégen durch die Trocknung veriindert.') Es warde 
uimlich oft behauptet, daB die Trockenhefen nur einen ganz ge- 
ringen Teil des Girvermégens der lebenden Hefe behiilt. 

Die von der Brauerei bezogene Hefe wurde gewaschen, abzentrifugiert 
und bis zu einem Trockengewicht von 33°/, abgepreBt. Von einer gewogenen 
Menge Hefe wurde eine Suspension bereitet, von der man mit der Pipette 
die gewiinschte Hefemenge in die Girungsréhrchen brachte. Das Total- 
volumen bei der Giirung betrug 2 cem. Die Lésung enthielt 0,1 g Glucose 
und 0,01 g Phosphat; py der Lésung = 5, also die fiir diese lebende Hefe 
optimalen Bedingungen. Gjiirung unter Schiitteln bei 30°. 


Tabelle 1. 








ia : ecm CO, nach Min. 
trische Hefe in g altel bien oF 
15 25 | 35 45 65 
0,04 0,7 1,5 19 | 2,4 3,0 
0,08 1s | 24 33 0 44] 5,6 
0,12 23 | 8,7 50 | 6,8 8.7 
0,20 3,1 5,1 71 | 88 | 12: 


) Vor Jahren fanden wir, allerdings nach einer wenig schonenden 


'rocknung, in der Trockenhefe nur etwa 2°), der Girfahigkeit wieder. Wir 


vemerken aber, daB damals die Optimalbedingungen der Trockenhefegirung 


“och nicht geniigend festgestellt waren, so daB der erhaltene Wert viel zu 


- Liedrig sein kann. 


15* 
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Man findet aus den Girkurven eine mittlere Anfangsgeschwindigke;: 
von 2,6 cem CO, pro Stunde fiir 0,04 g frische Hefe = 0,013 g Trockey. 
gewicht. Die Girungsfihigkeit der Hefe ist also unter optimalen Bedingungey 


200 cem CO, pro g Hefetrockengewicht. 


Kin Teil der Hefe wurde gesiebt und in sehr diinner Schicht ay: 
Papier an der Luft getrocknet. Die Trocknung geschah ohne besonder 


VorsichtsmaBregeln, d. h. in derselben Weise wie wir sonst unsere Trockey 


hefen darstellen. Nach 48 Stunden besaB die Hefe ein Trockengewiec}: 
von 93°/,. Thr Giirvermégen wurde dann festgestellt. Obgleich wir schon be; 


dieser Hefe den EintluB des Phosphats kennen, haben wir nicht unterlassey 
in diesem besonderen Falle ihn nochmals zu untersuchen. Auf ein Tota! 
volumen der giirenden Lésungen von 2 ccm kamen: 
0,1 g Trockenhefe 
Py = 6,44 0,1 g Glucose 
| 5 mg Na-salz der Hexose-di-Phosphorsiure. 


In folgender Tabelle finden wir den Girungsverlauf: 


Tabelle 2. 





Phosphatmenge in eem CO, nach Min. 
Wy & 0 iw Di r i 
ecm 10°, iger Lésung 10 2 | 380 | 40 e; 
—_ 0,6 1,8 3,0 4,2 6,6 
0,1 os | 20 | 386 | 50 8,0 
0,2 0,6 20 |; 36 | 5,2 7,9 
0,5 0,6 17 | 28 4,3 7,4 








Das wenig scharfe Optimum liegt in der Nihe von 0,2 cem Phospha 
lisung. In den folgenden Versuchen kam also diese Phosphatmenge zu: 
Anwendung, und durch Zusatz von Co-Zymaselésung wurde die maxima: 
Aktivierung der im Priparat vorhandenen Zymase gesichert. Wir fande 


Ohne Zusatz von Co-Zymase 9,8 eem CO, pro Stunde 
Zusatz von 0,1 cem - 12,2 ,, ” ™ - 
? ” 0,5 9 ? 12,4 ”? ”? ” ” 


0,093 g Trockenhefe geben unter optimalen Bedingungen 12,4 ccm ('’; 
pro Stunde. Das Girvermégen der Trockenhefe ist also 133 cem CO, pro ¢ 
Wir finden also, daB& die Trockenhefe 67°/, der ihr 1 
frischen Zustand eigenen Garwirkung beibehalten hat. In eben diese 
Teil der Trockenhefe H!) ist die Zahl der vermehrungsfahig*! 
Zellen zu Beginn der Garung ?/,,,,9, der totalen Zellenzi. 
Zugefiigt sei noch, daB wir durch besondersschonende'Trockn'! 
(in einem sehr trockenen Zimmer bei 25°) Trockenhefen gewont: 
haben, die bis 75°/, des Girvermégens der lebenden Hefen besabez 


t 


to 


!) Barthel, Euler u. Myrbick, Diese Zs. im Druck. 
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Eine Unterhefe der Stockholmer Hamburgerbrauerei (sie sei 
als Hefe Hb bezeichnet) die wir nunmehr fir die Darstellung der 
Trockenhefen benutzen, wurde in derselben Weise untersucht: 

Frische Hefe, gepreBt, 30°/, Trockengewicht. Optimale Bedingungen 
wie in dem Versuch mit der H-Hefe: 


Tabelle 3. 








ecm CO, nach Min. 
Hefe in g 
15 | 85 45 60 
0,02 06 | 1,5 1,7 2,1 
0,05 15 | 3,0 3,5 4,4 
0,10 2,5 5,0 6,2 7,8 


Man findet den Mittelwert 90 cem CO, pro Stunde fiir 1g Hefe. Dies 
bedeutet, daB 1 g Hefentrockengewicht 300 cem CO, entspricht. 

Aus der Hefe wurde in der gewéhnlichen Weise Trockenhefe her- 
cestellt. Wie in der oben beschriebenen Versuchsreihe wurden zuerst die 
optimalen Bedingungen der Girung der Trockenhefe untersucht. Wir fiihren 
gung ae 

- den Hauptversuch an: 0,1 g Trockenhefe (= 0,093 g Trockengewicht) 
\.1 g Glucose, 0,2 ecm 10°/, Phosphatlésung, 5 mg Na-Zymophosphat, 2 ccm 
Totalvolumen. 

Minuten 5 10 = 15 
eem CO, 1,7 2,6 3,5. 

Die Girungsgeschwindigkeit ist 14 cem CO, pro Stunde d. h. pro g 
llefetrockengewicht 151 ccm. 

In diesem Falle waren also nach dem Trocknen noch 50°/, 
der ,Zymase® aktiv. 

Die Girungsgeschwindigkeiten der hier untersuchten Trocken- 
iefen sind also von derselben GréBenordnung wie die der ent- 
sprechenden lebenden Hefen. DaB eine miBige Zerstérung der 
/ymase oder einiger ihrer Teilenzyme wihrend der Trocknung statt- 
indet,istja kein Wunder. Im Zusammenhang damit, daB diese Trocken- 
ielen nur ganz vereinzelte lebende Zellen enthalten, ist obiges Ergebnis 
von Interesse. Beziiglich PreBsiiften und Mazerationssiiften liegen 
eutsprechende Beobachtungen von Harden und Meyerhof vor.’) 

Zur Kenntnis der oft diskutierten Sterilitit der Trocken- 


_4eten kénnen Versuche iiber die Einwirkung von absolutem 


Alkohol und dergleichen, beitragen. Zu einem Vorversuch wurde 


| ‘ile Trockenhefe H fein pulverisiert; 0,2 g dieser Hefe gaben 
| unter optimalen Bedingungen (siehe oben) 20 ccm CO, pro Stunde. 


_._') Harden, Alcoholic Fermentation 3 ed S. 174. Iwasaki, Biochem. 
| 4s, Bd. 203, 8, 237 u. zw. 252 (1929). 
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Kine Teil der Trockenhefe wurde 3 Stunden mit der 100fachey 
Menge absoluten Alkohols geschiittelt; der Alkohol wurde 4). 
gegossen und die Hefe 3/, Stunde mit Ather geschiittelt, dany 
wurde filtriert und einigemale mit Ather gewaschen. Nach Trockney 
im Vakuum wurde die Hefe gepriift. Wir fanden eine Geschwindic. 
keit von 19 ccm CO,. Die ,,Zymase“ hat also durch die Be. 
handlung mit Alkohol und Ather keinen Schaden gelitten. Die 
ist natiirlich in Kinklang damit, daB die Trockenhefe von yorn. 


herein so wenig lebende Zellen enthalt, dab’ die von diese» 


herriihrende Girung ganz zu vernachliissigen ist. Weitere Ver. 


suche zeigten, daB weder 48stiindige Alkoholbehandlung nov’ 
kurze Behandlung mit Alkohol und darauffolgende wiederholte Au 


schiittelungen wihrend 48 Stunden mit groBen Mengen Athe: 


eine nennenswerte Zerstérung der Girfihigkeit bewirkten. Auc/, 


die Hb-Hefe verlor durch ahnliche Behandlung keine Aktivitii, 


Durch Erhitzen der Trockenhefen mit absolutem Alkohol wird 
natiirlicherweise die Zymase ganz vernichtet. 

Bekanntlich wird die Giirung lebender Zellen durch Toluo! 
und Chloroform beinahe ganz unterdriickt.') Es war deshalb vo 
Interesse zu untersuchen wie die Aktivitiit der Trockenhefen durc' 
Behandlung mit den genannten Fliissigkeiten beeintilubt wird. 
Die friiher besprochene H-Hefe wurde in fein gepulvertem Z1- 
stande 20 Stunden mit der 100fachen Menge des Lésungsmittel: 
geschiittelt, dann mit Ather gewaschen und getrocknet. 


Minuten 15 30 65 
Nicht vorbehandelte Hefe. . . 4,2 8,8 16,7 _ 
Mit CHCl, behandelt . . . . 4,6 8,3 15,0 | 
Mit C,H;,CH, ,, — . . 4,0 8,6 15,6 


Auch die Behandlung der es mit diesen starke: 
Zellgiften ist also beinahe wirkungslos. 

Alle die oben beschriebenen Versuche sind also in bester Uberei: 
stimmung mit dem direkt gewonnenen Ergebnis, daB unsere Broce 
hefen ein vom Leben der Zellen unabhiingiges Girvermégen habe: 


Einwirkung von Toluol auf die Garung. 
Ubereinstimmend hat man beobachtet, daB die Giru: 
lebender Hefezellen von Toluol stark gehemmt wird. Dies £14 
auch von den oben besprochenen zwei Hefen. Setzt man 2! 
zu der Girungsmischung (0,1 ¢ Hefe in 2 ccm) 0,05 cem Tolu 


1!) Vgl. Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 73, 8.85 u. zw. 8711" 
In Gegenwart von Toluol bleibt also héchstens 1°/, der Giirwirkung erbate’ 
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oder mehr zu, so tritt iiberhaupt keine meBbare Kohlensiure- 
entwicklung ein. Bei der Girung mit Trockenhefe hat man auch 
im allgemeinen eine groBe Hemmung?) durch Toluol beobachtet. 
Man wollte sogar hierdurch die lebenden Hefen und die Trocken- 
hefen scharf von den giirenden zellfreien Siften unterscheiden?), 
die von Toluol nur wenig gehemmt werden. Hier und da sah 
man natiirlicherweise auch in dem beobachteten Verhalten der 
Trockenhefen gegen Toluol ein Beweis dafiir, daB auch in diesen 
Hefen die Girfaihigkeit ausschlieBlich von lebenden Zellen herriihrt. 

Mit unseren trockenen Unterhefen hatten wir schon vor 
langer Zeit beobachten kénnen, daB die Girung nur wenig von 
Toluol beeinfluBt wurde. Wir haben nun die Verhiltnisse etwas 
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Fig. 1. 











niher untersucht, und dabei gefunden, daB die beobachtete Ein- 
wirkung des Toluols auf T'rockenhefe in héchstem Grade von der 
Konzentration von freiem PO, in der girenden Lisung abhingt. 
Ein Vorversuch sei zuerst angefiihrt: 
Versuch 1. 0,1 g¢ Trockenhefe H; 0,1 g Glucose; 0,06 mol PO, 
. 2. - ” - ;0,5eem Toluol. 
Totalvolumen 2cem, p,; = 6,4, Induktion durch Zymophosphat gehoben. 
Der Raumersparnis wegen fiithren wir nur die Girungskurven an (Fig. 1). 
Man sieht, daB im Anfang die beiden Kurven genau parallel 
verlaufen, daB also in diesem Teil der Reaktion Toluol beinahe 
wirkungslos ist. Bei einem bestimmten Zeitpunkte tritt aber 
eine wesentliche Hemmung ein. Weitere Versuche zeigten, dab 
dies nicht etwa darauf beruht, daB die Vergiftung eine gewisse 
') Oppenheimer nimmt in seinem ,,Lehrbuch der Enzyme“ als be- 
wiesen an, daB die Trockenhefen immer von Toluol stark gehemmt werden. 
*) Siehe z. B. Sobotka, Diese Zs. Bd. 134, S. 1 (1924). 
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Zeit zum Erreichen ihrer vollen GréBe erfordert: LaBt man die 


Hefe vor dem Zusatz der Glucose mit dem Toluol lange Zeit jy 
Beriihrung, so iindert dies an der Form der Kurven gar nichts. 

Von den Versuchen tiber den EinfluB der PO,-Konzentratio, 
auf die Toluolhemmung fihren wir folgende an, die die Ver. 
haltnisse klar zeigen. 


In allen Versuchen: 0,2 g Hefe H, 0,2 g Glucose, 5 mg Zymophosphat, 
Totalvolumen 3 cem. Versuch 1, 3, 5, 7 ohne Toluol. Die Versuche 2, 4. ;; 
und 8 mit 0,3 eem Toluol. 
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Versuch 1 und 2 haben die PO,-Konzentration 0,3 molar 
” 3 ” 4 9 ” ”? 0,15 ” 
” D9 6 ” ” ” 0,06 ,, 


In Versuch 7 und 8 wurde kein Phosphat zugesetzt, die Trockenhefe 
enthilt aber selbst ein wenig freies Phosphat. Um die Fig. 2 etwas deutlicher zu 
machen, haben wir die Kurven der Toluolversuche ,,eine Stunde“ pact 
rechts verschoben. 

Wir sehen also links in der Figur die Versuche ohne Tolu0. 
Die Girungsgeschwindigkeiten zeigen wie gewohnlich ein, wet! 
auch nicht ausgeprigtes Optimum bei einer PO,-Konzentration vou 
0,06 — 0,1 molar. Die Kurven der Toluolversuche zeigen ei: 
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deutliche RegelmaBigkeit. Sie zerfallen alle in zwei Teile: Eine 
erste Periode, wo die Girungsgeschwindigkeit praktisch dieselbe 
ist wie in den Versuchen ohne Toluol, und eine zweite Periode, 
wo man eine viel kleinere aber in allen Versuchen dieselbe Ge- 
schwindigkeit beobachtet. Unverkennbar ist der Zusammenhang 
ywischen der Lange der ersten Periode und dem Phosphatgehalt 
der Lésung. In dem Versuche 8, wo kein PO, besonders zugesetzt 
wurde, beginnt beinahe unmittelbar die zweite Periode. In diesem 
Falle ist also die Hemmung durch Toluol scheinbar sehr grob. 
Im Versuch 2 dagegen werden mehr als 30°/, der totalen Kohlen- 
siuremengen mit einer Geschwindigkeit entwickelt, die ebenso 
groB ist wie ohne Toluol. Bemerkenswert ist, da8 bei manchen 
Trockenhefen auch ohne Toluol die Girkurve dieselbe Form wie 
im Versuch 2 hat. Man diirfte wohl annehmen kénnen, dab 
diese Erscheinungen eine gemeinsame Ursache haben. Das 
Toluol inaktiviert mit anderen Worten ein Teilenzym der Zymase, 
das sonst schon durch die Trocknung weitgehend geschidigt 
werden kann. 

Bei Garkurven, die einen ausgepragten Knickpunkt zeigen, 
hingt dies bekanntlich damit zusammen, daB die Hefe schnell 
den Zucker phosphoryliert, daB das gebildete Hexose-di-Phosphat 
aber nur sehr langsam gespalten wird. Bei den oben besprochenen 
Toluolversuchen zeigt die Abhingigkeit der Hemmung von der 
Phosphatmenge, daB dieselben Erscheinungen auftreten. Man 
kann bei diesen Versuchen die Wirkung des Toluols folgender- 
maBen erklaren: Die Phosphatase, welche das Hexose-di-Phosphat 
spaltet, wird durch Toluol stark inaktiviert. Die Bildung der 
Phosphorsiureester wird dagegen nicht beeinfluBt; darum geht die 
Garung so lange mit der normalen Geschwindigkeit fort, als 
noch freies PO, in der Liésung vorhanden ist. Wenn alles 
PO, (oder aller Zucker) verestert worden ist, sinkt die Geschwindig- 
keit sehr stark, da sie nunmehr durch die toluolinaktivierte Phos- 
phatase bestimmt wird, Diese Erklarung der Toluolwirkung wurde 
schon friiher in Zusammenhang mit Versuchen iiber die Her- 
stellung von Zymophosphat durch frische Hefe und Toluol ge- 
geben. Im Falle von Trockenhefe ist aber zu beachten, dab also 
bei Anwesenheit von gentigenden Mengen PO, Toluol — auch 
in groBem UberschuB — nur eine Wirkung auf ein bestimmtes 
Teilenzym der Zymase ausiibt, und daB diese Wirkung gar nicht 
derselben Art ist wie die Wirkung vom UberschuB8 von Toluol 
aul lebende Zellen. Die unten zu besprechenden Versuche iiber 
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die Toluolvergiftung der frischen Hefe zeigen nimlich, wie auch 
schon friiher oft festgestellt wurde, daB die lebende Hefe schon 
von kleinen Mengen Toluol total inaktiviert wird. Dies macht 
die Frage iiber die Natur der T'oluolwirkung komplizierter. Ks 
bleibt aber, soweit wir sehen kénnen, nur die Méglichkeit an. 
zunehmen, daB abgesehen von der Vergiftung der Phosphatase 
durch Toluol noch eine ganz andersartige Wirkung des Antisep. 
tikums auf lebende Zellen besteht, die die Girfahigkeit dieser 
Zellen gauz unterdriickt. Man kénnte geneigt sein, die Wirkung 
des Toluols auf lebende Zellen als eine Wirkung auf die Zellhaut 
aufzufassen, wobei die Haut fiir Zucker undurchliassig wird. 
Iagegen spricht indessen, daB z. B. die Saccharase der lebenden 
Hefezellen von Toluol gar nicht gehemmt wird. Vielleicht hingt 
die Toluolhemmung der Zymase in den lebenden Zellen mit einer 
besonderen Verankerung eines ‘l'eilenzyms an sonstige Stoffe der 
Zelle zusammen, eine Verankerung, die bei der Uberfihrung 
der Hefe in Trockenhefe aufgehoben cder veriindert wird. Kine 
Moglichkeit ist noch zu besprechen: Man kénnte annehmen, dat 
beim Zusatz des Toluols zur frischen Hefe so schnell eine Auto- 
lyse eintritt, daB irgendein Enzym der Zymase ganz zerstort wird. 
Kolgende Versuche zeigen indessen, daB dies gar nicht der Fall 
ist, sondern daB die Toluolwirkung auf frische Hefe vollkommen 


reversibel ist: 

Eine 10°/,ige Emulsion von frischer Unterhefe Hb in Wasser wurd 
bereitet. in zwei Teile geteilt, und zu dein cinen 10°) Toluol gesetzt. Dic 
Emulsionen wurden 10 Minuten in der Maschine geschiittelt. Von beiden 
nahm man dann 1 cem, und setzte dazu 1 ecm Wasser und 0,2 g Glucose. 
In einem dritten Versuche wurde die toluolhaltige Emulsion auch in An- 
wesenheit von 0,1 mol PO, gepriift. Wir beobachteten folgende CO,-Ent- 
wicklungen: 


Tabelle 4. 








cem CO, nach Min. 
7 20 | 50 80 
(ime Telmel «6 6 we tw i,t 2,3 3,2 3,6 
Mit Toluol und Wasser . . . 0,2 0,5 0,5 0,6 
Mit Toluol und Phosphat . . 0,2 0,3 0,3 0,3 


Die toluolbehandelte Hefe wurde zweimal mit groBen Mengen Wisse! 
durch Dekantieren gewaschen. Sowohl diese Hefe als die mit Toluol nicht be- 
handelte wurden dann abzentrifugiert, und daraus in der gewohnlichen Weis 
Trockenhefe bereitet, Die Giirfiihigkeit der Trockenhefen wurde dann b: 
stimmt. Wir fiihren zwei Versuche an: 
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ch 1. 0,2 g nicht behandelte Hefe, Zucker, PO, und Zymophosphat 
on : 2. 0,2 g toluolbehandelte __,, m as 7 

ht | 

Ks -& Tabelle 5. 

n- 

se eem CO, nach Min. 

p- 7 | 15 30 45 

er 

na 1. 4,0 7,1 10,5 22.2 

at $. 4,2 7,5 10,6 — 


Man sieht also, daB die toluolbehandelte Hefe eine ebenso 
virfahige Trockenhefe gegeben hat wie die nicht vorbehandelte 
st Hefe. Dies bedeutet also, daB die Toluolwirkung nicht in einer 

















4 Zerstirung von zur Zymase gehdrigen Enzymen bestehen kann. 
er 
ae 
ne Temperaturabhangigkeit der Trockenhefegarung. 
bo oF AnschlieBend einige Versuche iiber die Giirungsgeschwindig- 
wi keit der ‘Trockenhefen bei verschiedenen T'emperaturen. Die 
. Trockenhefen scheinen in dieser Hinsicht keine wesentlichen Unter- 
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Fig. 3. 
schiede von den lebenden Hefen zu zeigen, deren Girung be- 
kanntlich in der Niihe von 50° aufbért, was vielleicht mit der 
eintretenden Koagulation zusammenhiingt. Unsere Versuche wurden 

' so ausgefiihrt, daB zuerst bei Zimmertemperatur die Hefe mit 
** @ Phosphat-, Zymophosphat- und Zuckerlésung gemischt wurde, die 
_ Girungsréhrchen dann schnell an die Zuleitungen zu den Gas- 
hiiretten befestigt und ins Thermostatenwasser von der gewiinschten 
Temperatur versenkt wurden, worin sie innerhalb 2 Minuten die 
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Temperatur des Bades annahmen. Die Girungen wurden wie ge. 
wohnlich unter dauernder Schiittelung verfolgt. Alle 5 Minuten 
wurde das entwickelte Kohlensiiurevolumen abgelesen, und dic 
Initialgeschwindigkeit als ccm CO, pro Minute angegeben (Mittel- 
werte wihrend der ersten bhalben Stunde, wo die Giarkurvyey 
approximativ geradlinig verliefen.) Wir fassen die Resultate in 
der Fig. 3 zusammen. 

Die Anfangsgeschwindigkeit der 'Trockenhefegiirung hat also 
sein Maximum bei 45°—48°, fillt dann bei steigender Temperatur 
sehr schnell und ist oberhalb 52° = 0. LEinige Versuche mit 
lebender Hefe zeigten auch ein Maximum der Geschwindigkeit 
in der Nihe von 47°, und ein Erléschen der Wirkung bei etwa 51°. 
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Garung und Wachstum in getrockneten Hefezellen II. 
Von 


Chr. Barthel, H. vy. Euler und K. Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus der bakteriologischen Abteilung der landwirtschaftlichen Zentralversuchsstation Experi- 
mentalfailtet und aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 192%.) 


Die Frage, in welchem Grad die Girungsvorginge der Hele 
vom Leben der Zellen unabhingig sind, ist zwar viel diskutiert 
aber bis jetzt noch keineswegs eindeutig und klar beantwortet. 

DaB die Wirkung der Hefe héchstens zu einem sehr 
geringen Teil von der freien Zymase herriihren kann 
Euler und af Ugglas, 1911) wird durch die Ergebnisse und 
Schliisse von Rubner, Abderhalden und Fodor, Giaja, sowie 
Sobotka durchaus bestatigt. Andererseits haben schon unsere 
vorhergehenden Versuche!) eine, wie wir glauben, starke Stiitze 
tir die Auffassung erbracht, daB auch nicht fortpflanzungs- 
lihige, also nicht lebende Hefezellen oder Zellreste 
eine erhebliche Girfahigkeit besitzen kénnen. 

Die Meinung, daB die alkoholische Girung in PreBsiften 
und Trockenpraparaten auf die Tatigkeit lebender Zellen zuriick- 
getiihrt werden miisse, ist auch in letzter Zeit wieder vertreten 
worden. Wir wollen auf eine Diskussion dieser Arbeiten hier 
nicht eingehen, sondern nur beschreiben, wie und mit welchem 
Ergebnis wir unsere eigenen, friiher mitgeteilten Versuche ergiinzt 
haben. Denn auf diesem Gebiet ist es ganz besonders not- 
wendig, feste und exakt ausgearbeitete experimentelle Grundlagen 
zu schaffen, sie streng kritisch zu beurteilen, und dann zwischen 
zwingenden SchluBfolgerungen und Arbeitshypothesen deutlich zu 
unterscheiden. 

Bei unserer I. Untersuchung’) haben wir eine getrocknete, 





') Euler und Barthel, Diese Zs. Bd. 159, S. 85 (1926). 
*) Euler und Barthel, a. a. O. 
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mit absolutem Alkohol weiter behandelte Hefe unter Ausschlug 
jeder Infektion einerseits auf ihre Garwirkung hin und anderer- 
seits auf ihren Gehalt an fortpflanzungsfihigen Zellen hin unter. 
sucht. Bei der damals angewandten Hefe H der hiesigen 
St. Eriks-Brauerei war das Girungsverhaltnis Trockenhefe: frische 
Hefe = 1:66. Die fortpflanzungsfihigen Zellen betrugen am 
Schlu8 der etwa 4stiindigen Girung hichstens 1/20000 der ins- 
gesamt vorhandenen. Dies sprach gegen die Annahme, ,daB die 
(sirleistung der Trockenhefe sich auf ihren Gehalt an lebenden 
Zellen zuriickfiihren 1iBt“.?) 

Immerhin war damit die Méglichkeit noch nicht ganz aus- 
geschlossen, daB sich das Verhiiltnis der fortpflanzungsfahigen 
und der nicht fortpflanzungsfahigen Zellen wihrend der Girung 
stark verschiebt. Wenn es auch nicht wahrscheinlich war, dat 
nach einer solchen Verschiebung die Giirleistung der lebenden 
Zellen einen wesentlichen Teil der gesamten Girleistung aus- 
macht, so erschien uns doch die genaue Feststellung dieses 
Punktes so wichtig, daB wir unsere friiheren Versuche in dieser 
Hinsicht ergiinzt haben. 

Wir haben also nun die Zahl der fortpflanzungsfihigen 
Zellen in unserer getrockneten und zwar sehr aktiven Hele 
(Girungsverhiltnis 65:100), mit Alkohol und diesmal auch mit 
Ather behandelten Hefe sowohl vor als nach der quantitatiy 
gemessenen Girung ermittelt, und zwar wiederum unter 
AusschluB von Intektion wihrend der Girung. 


Beschreibung der Versuche. 
In den linken Kolben des Apparates wurde eingefiillt: 


500 cem heibe Bierwiirze 50 cem 10°/, ige Phosphatlésung p,; = 6,4 
20 ¢ Glucose 10ecem 10°/, ige Zymophozphatlésung. 


In den rechten Kolben kam destilliertes Wasser. Durch j: 
halbstiindiges Kochen von beiden Kolben (alle Verbindungen 
offen) wurde der Apparat dreimal sterilisiert. Der Quetschhahn -/ 
wurde dann geschlossen und das Wasser aus dem rechten Kolbe 
durch ( ausgezogen. Durch B wurde mehrmals erst absoluter 
Alkohol, dann Ather eingegossen, so daB alle Teile des Kolben: 
benetzt wurden; jedesmal wurde die Fliissigkeit durch (’ entiernt 
SchlieBlich wurde durch Evakuieren und Erwiirmen der Kolbeu 


ganz getrocknet. 


') Sobotka, Diese Zs. Bd. 134, S. 1 (i924). 
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B Versuch I. 

rr & Der Pfropfen des rechten Kolbens wurde, nach Spiilen mit 
“i Alkohol und Abbrennen, etwas gehoben und eine Suspension 
au von 10g fein geriebener Trockenhefe H (St. Kriks-Brauerei) in 
1€ etwa 100 ccm absoluten Alkohols in den Kolben gegossen. Durch 
m @ £ wurde dann mit weiter 100 ccm absolutem Alkohol alle Hete 
s- @ yon den Winden hinabgespiilt. Die Hefe blieb 24 Stunden unter 
ie # dem Alkohol stehen, der dann durch Saugen entfernt wurde. 
” Die Hefe wurde dann zweimal 24 Stunden lang mit Ather 


behandelt. SchlieBlich wurde der Ather entfernt und alles 
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trockengesogen. Nach Offnen des Hahnes 4 wurde durch Neigen 
des Apparates 200 com Wiirzemischung in den Hefekolben ein- 
gelassen und durch Umschwenken der Hefe in der Wiirze verteilt. 
, _ Bei geschlossenen Hihnen wurde jetzt ( mit einer groBen Gas- 
je biirette in Verbindung gesetzt. Unmittelbar trat eine starke 
en “Gasentwicklung ein, wie folgende Tabelle zeigt. 
A : 
ell , 
ey) COinuten 15 20 30 45 60 90 120 195 230 
ns F cem CO, 9 29 62 122 170 260 360 556 639 
nt. 
eu : 
Stunden 4 45/, 51, 6 8 20 21 22 24 25 44 


713 855 912 
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Versuch II. 


In dem in oben beschriebener Weise sterilisierten Apparat 
wurde eine Aufschlimmung von 2g derselben Trockenhefe jy 
100 ccm absolutem Alkohol gegeben. Die Hefe stand 24 Stdn. 
unter dem Alkohol und wurde dann 6 Stdn. mit Ather, 20 Stdn, 
mit Chloroform und dann je 1 Stunde zweimal mit Ather be. 
handelt. Der Ather wurde entfernt, der Kolben trockengesogen 
und 150 ccm Wiirze wurden eingelassen. 

Auch hier setzte eine (wegen der geringeren Menge an- 
gewandter Trockenhefe natiirlich kleinere) Gasentwicklung un. 
mittelbar ein: 











Stunden 2 8 55 6,5 
ecm CO, | 35 59 100 124 


Bei diesem Versuch wurden auch Zellzihlungen vorgenommen, 
und zwar sowohl Zihlungen der gesamten Hefezellen, als der 
lebenden Zellen. Die Bestimmung des totalen Zellengehaltes 
geschah unter dem Mikroskop in einer Thomaschen Kammer, 
wihrend die lebenden Zellen nach Aussaat auf Wiirzegelatine- 
Platten als Kolonien gerechnet wurden. 

Diese Bestimmungen wurden sowohl unmittelbar nach Eiv- 
fihrung der Wiirze in den Girungskolben ausgefiihrt, somit u- 
mittelbar bei Beginn der Girung, als auch nach 48 Stunden, 
nachdem die Hauptgirung im wesentlichen beendet war. 


Ergebnisse der Zellenzahlungen. 


Am Anfang der Girung. Ein kleiner Teil des un- 
geschiittelten Kolbeninhaltes wurde aseptisch entnommen; vo! 
der entnommenen Probe wurde 1 ccm mit 99 ccm sterilem Wasse! 
verdiinnt und die Zellen in einer Thomaschen Kammer geziililt 
Hierbei wurden erhalten: 0,5 Zellen per Quadrat = 2000 Zelle: 
per cmm = 200 Millionen per ccm der urspriinglichen Emulsion 

Zur Rechnung der lebenden Zellen wurde die gleiche Ve" 
diinnung, nimlich 1:100, beniitzt; mit derselben wurden Wiirze: 
gelatine-Platten mit 0,5 und 1,0 ccm gegossen, und zwar 3 Steck 
von jeder Sorte. Diese Platten lie’ man bei 22° stehen wi 
nach 6 Tagen wurden die Kolonien gerechnet. Die Anza! 
Kolonien auf den verschiedenen Platten stimmte unter sich $u' 
iiberein und als Mittelwert, umgerechnet per ccm der urspriingliche! 
Emulsion ergab sich 1430 Zellen, somit 1430: 200 Millionen = 
1:140000 des gesamten Zellengehaltes. 
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Am Ende der Hauptgirung. Die Zellenziihlungen wurden 
nach dem gleichen Verfahren wie vorher durchgefiihrt. Die Ge- 
samtzahl der Hefezellen in der urspriinglichen Emulsion ergab 
sich zu 140 Millionen per ccm, wiahrend die Anzahl lebender 
Zellen 12200 betrug. MHieraus findet man fiir das Verhiltnis 
zwischen der Anzahl lebender Zellen und der gesamten Zellen- 
vahl rund 1:11500. 

Hierzu ist zunachst zu bemerken, daB der Zuwachs der Zahl 
lebender Zellen wahrend der Girung, nimlich von 1430 auf 
11500 waihrend 48 Stunden durchaus normal ist. 

DaB die Gesamtmenge der Hefezellen (also im wesentlichen 
der nicht lebenden Trockenhefezellen) nach Beendigung der Girung 
sich geringer erwies als zu Anfang der Girung wird wahrscheinlich 
der Autolyse dieser Trockenzellen zuzuschreiben sein. 

Hervorheben méchten wir noch, daB die Trockenhefe sowohl 
im Anfang der Giarung als nach der 48 stiindigen Girung der 
mikroskopischen Untersuchung zufolge iiberwiegend aus ein- 
geschrumpften, mit Methylenblau ,,in vitro“ kriftig gefirbten Zellen 
bestand, von welchen die vereinzelten lebenden, groBen und schén 
runden sowie vollstindig ungefairbten Zellen sich scharf unter- 
schieden. 


Besprechung. 


Die mit einer Genauigkeit von etwa 5°/, festgestellten Pro- 
zentgehalte der untersuchten Trockenhefe an fortpflanzungstihigen 
Zellen zeigen, daB weder vor der Girung noch nach 48 stiindiger 
Girung die Zahl der fortpflanzungsfahigen Zellen so groB ist, dab 


| diese die Trager der Girwirkung sein kénnen. Diese Feststellung 
 dirfte einen gewissen Fortschritt fiir die weitere Bearbeitung des 


Problems der Girwirkung von nicht fortpflanzungsfihigen Zellen 


_ bedeuten. Es ist nunmehr experimentell eindeutig erwiesen, dab 


der Garungskomplex nicht nur die Entwiisserung durch schonende 
Verdunstung des Wassers iiberdauert, sondern auch diejenigen 


 interzellularen Anderungen, welche mit der Entfernung der lipoid- 
 lislichen Bestandteile verbunden sind.) 


Der Vergleich der Zellenzahlen vor und nach der Girung 


| liefert keine Stiitze fiir die an sich mdgliche Annahme, dab 
_ unsere getrockneten und gleich nach der Emulsion in Wiirze nicht 
_ fortpflanzungsfahigen Hefezellen beim lingeren Verweilen in Wiirze 
| wieder aufleben und fortpflanzungsfihig werden. 





') Vel. K. Myrbick u. H.v. Euler, Diese Zs. Vorhergehende Mitt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIII. 16 
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Damit ist nicht ausgeschlossen, daB ein solches Wiederauflebey 
bei Trockenhefen nach anderer Vorbehandlung eintritt und auch 
nicht, daB nach der oben beschriebenen Vorbehandlung ein ganz 
kleiner Anteil der getrockneten Zellen durch Aufleben wieder 
Fortpflanzungsfahigkeit erlangt. Wenn wir dies zwecks mdglichst 
scharfer Prizisierung des gegenwiirtigen Standes des Problems 
hier erwabnen, so dndert dies nichts an unserer Feststellung, daf 
die Girwirkung durch Trockenhefen, sogar durch solche welche mit 
Alkohol, Ather und Chloroform behandelt sind, von den trockenen, 
nicht fortpflanzungsfahigen Zellen herriihrt. Aber fiir die Kenntnis 
der mit Enzymen verkniipften Lebensvorginge ist das experi- 
mentelle Studium solcher Grenzfille zwischen fortpflanzungs. 
fahigen und nicht fortpflanzungsfahigen biologischen Einheiten so 
wichtig, daB wir in einer dritten Mitteilung iiber diesbeziigliche 
Versuche berichten wollen. 


Die Hypothese von Affinitétsgruppen als Komponenten der Enzyme! 
geht davon aus, daB eine gemeinsame Unterlage der Zelle (Plasma) ein: 
gréBere oder geringere Anzahl von Affinititsgrenzen tragt, welche die eut. 
sprechenden Substrat-Komponenten binden. Fiir Enzyme vom Typus de: 
Hydrolasen (iberhaupt fiir Enzyme welche chemisch einfache Spaltungen 
katalysieren) sind zwei zusammenwirkende Affinititsgruppen anzunehwen. 
Enzymkomplexe vom Zymase-Typus miissen eine wesentlich gréBere Anzahl 
von Affinititsgruppen umfassen, Die konsequente Anwendung der genanuteu 
Hypothese fiihrt dazu, Wirkungen, welche den Bakteriophagen und dem 
Pflanzen-Virus zugeschrieben werden, auf Komplexe von Affinitatsgruppen 
zuriickzufiihren, welche als die Endglieder der Enzymreihe erscheinen. ‘i 
haben mit den Komplexen von Zymase-Typus gemein, da8 sie wahrneb:: 
bare Grenzschichten entbehren, aber unter Umstinden, wenn auch seb: 
schwer, in kolloider Lésung wirkungskriaftig zu erhalten, in der Rege 
jedoch, wie die Komplexe vom Zymase-Typus, von der Zelle nicht abtrennba 
sind. Diese Komplexe, welche man wegen ihrer Beziehung zu den Enzymet 
als ,,Enzymoide“ zusammenfassen kénnte, besitzen als Charakteristikum 4 
Fortpflanzungsfihigkeit; sie miissen also auSer den Enzymkomplexen, welch 
Nahrung zu Bau- und Betriebsmaterial abbauen und energiereiche Ver 
bindungen liefern, noch die zu Wachstumsvorgingen notwendigen Enzya: 
gruppen und Biokatalysatoren enthalten. 

Es diirfte nur eine Frage der Auswahl geeigneter Zellen und ge 
eigneter Vorbehandlung sein, Ubergiinge zu finden zwischen normalen, for 
pflanzungsfahigen Zellen und solchen, welche die Fortpflanzungsfahigkeit ve! 
loren, aber ihre iibrigen lebenswichtigen enzymatischen Fahigkeiten mehr ode! 
weniger vollstiindig beibehalten haben. Wir glauben, daB durch das A 
suchen soleher Ubergiinge, auch mit Hefe als Material, manche Fragesteljung*: 
dem Experiment zuginglich gemacht werden kénnen. 





1) Euler, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd.9, Nr. 24 (192° 
Euler u. Josephson, ebenda, Nr. 25 (1925). 





tab 











Garung und Wachstum in getrockneten Hefezellen. II. 243 


Ergebnis. 


in einer luftgetrockneten Unterhefe, deren Girkraft nur um 
etwa 35°/) gegentiber der frischen Hefezelle vermindert ist, wurde 
»ach ihrer Behandlung mit Alkohol, Ather und Chloroform unter 
volistiindigem Ausschlu8 von Infektion 

1. die Girfahigkeit bestimmt, 

2. die Gesamtzahl der Zellen und die Zahl der fortpflanzungs- 
‘tihigen Zellen vor und nach der Girung gemessen. 

Der Bruchteil lebende Zellen: Gesamtzellen betrug 

zu Beginn der Gérung . . . . . . "Jigoooo 
nach 48 stiindiger Girung . 2 . ©. air sooe 

Da, wie erwahnt, das Verhiltnis der Girwirkung der frischen 
‘ortpflanzungsfahigen Zellen und der Gesamtzellen der getrockneten 
Hefe rund 100:65 betrug, so kann der Anteil der lebenden Zellen 
an der gesamten Girwirkung nicht héher gewesen sein als 

zu Beginn der Giirung . . . . . . ‘Wgoo00 
nach 48 stiindiger Gérung . . . . .  Yosgp. 

Auch bei einer so hoch aktiven Trockenhefe, wie die hier 
verwendete, ist also mehr als 99,98°/, der gesamten Gir- 
leistung die Wirkung der nicht fortpflanzungsfahigen 
Zellen. 
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(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni 1929.) 





Goldschmidt und Schén’) haben die Benzoylierung 
von Proteinen in Angriff genommen in der Erwartung, da8 die 
Untersuchung der entstehenden Benzoylkérper neue Gesicht: 
punkte fiir die Konstitution von Proteinen hiefern wiirde. Au: 
priiparativen Griinden haben sie zuniichst die Benzoylierun: 
des Ovalbumins gewihlt. Auch wir haben uns in dieser 
Arbeit ausschlieBlich mit dem Benzoylalbumin befaBt. 


Analytisches. Der wesentliche Inhalt der schon erwiéhnten Unte: 
suciung besteht in der Feststellung der latsache, daB die Verseifui: 
von Benzoylproteinen mit kalten Alkalien durch eine treppen 
formige Reaktionskurve dargestellt wird. Wir begannen dami 
die Verseifung des Benzoylalbumins durch’ heiBe Alkalien zu _studieren: 
dabei stellten wir fest, daB bei lingerer Einwirkung von Laugen in: 
gesamt mehr Benzoyl abgespalten wird als von Goldschmidt w' 
Schén angegeben worden ist; weiterhin fanden wir, daB auch unter gleic: 
artigen jiuberen Bedingungen Schwankungen des Benzoylgehalts au 
traten. Diese konnten nur davon herriihren, daB die bis jetzt angewanc! 
Methode der Benzoylbestimmung nicht einwandfrei war. Diese bestan 
darin, da8B die durch Verseifung des Benzoylproteins abgespaltene Benzo 
siure mit Ather aufgenommen, der Ather abdestilliert, der Riickstand 2 
warmem Wasser gelést und mit Natronlauge titriert wurde. 

Es hat sich jedoch gezeigt, daB auch beim vorsichtigen A’ 
destillieren iitherischer Benzoesiiurelésungen stets merklich 
Mengen Benzoesiure verloren gehen; wir suchten deshalb das A’ 
destillieren des Athers ganz zu vermeiden und haben eine Reihe ander’ 
Methoden, wie Destillieren der Benzoesiiure mit Wasserdampf wo 























') Diese Zs. Bd. 165, 8. 279 (1927). 
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anschlieBende Titration des Destillats,; Umesterung des Benzoylalbu- 
,»ins mit Toluolsulfosiure usw. durehprobiert. Bewiihrt hat sich 
hlieBlich ein Verfahren, das darin besteht, da8 man die itherische 
Benzoesiurelésung unter Kohlensiureausschlub mit tiber- 
-chissiger Bariumhydroxydlésung durchschittelt und den Uber- 
-chub mit Salzsiure zuriicktitriert. 


Besondere Schwierigkeiten machte die Bestimmung des Ge- 
amtbenzoylgehaltes des Benzoylalbumins. Uberein- 
timmend mit den friiheren Angaben lieB sich zwar ein Teil des 
Benzoyls mit erheblicher Geschwindigkeit sowohl durch Alkalien 


wie durch Siuren abspalten. Ein Teil des Benzoyls liBt sich 


aber nur durch sehr lange Einwirkung hydrolysierender Agentien 
-erseifen. Dabei entstehen neben Benzoesiure Jeicht andere ither- 
‘isliche Siuren, welche die Benzoylwerte filschen. So werden bei 
150° durch Siuren und Laugen — auch aus Albumin selbst?) 

bereits erhebliche Mengen dieser Nebenprodukte gebildet, 
wihrend sie bei 100° so gering sind, daB sie vernachliissigt werden 
<onnen. 

Trotzdem also durch Einwirkung von Natronlauge bei 100° 
ibereinstimmende Benzoylwerte erhalten werden, haben wir, um 
‘ir den richtigen Benzoylgehalt ganz sichere Grundlagen zu haben, 
durch Umsetzung von m-Chlor-benzoylchlorid mit Albu- 
nin das m-Chlorbenzoyl-albumin dargestellt und dessen 
“hlorgehalt bestimmt. Auf Grund dieser indirekten Bestimmung 
owohl wie auf Grund der direkten Bestimmung durch Verseifung 
rgibt sich mit recht guter Sicherheit im Mittel der wahre Benzoyl- 
cehalt zu 17°/,. 

Zeitlicher Verlauf der Benzoylabspaltung. Wir haben 
en zeitlichen Verlauf der Benzoylabspaltung sowohl durch Al- 
xilien wie durch Siuren studiert. 

Der Verlauf der Benzoylabspaltung durch 1n-NaOH bei 
i00° wird durch Fig. 1 wiedergegeben. 

Man ersieht daraus, daB ein Teil des Benzoyls mit extrein 
crober Geschwindigkeit?) (scharfer Knickpunkt bei 6,5°', abgespal- 
‘enem Benzoyl) abgespalten wird. Ein weiterer, ausgesprochener 
Anickpunkt findet sich noch bei 12,5—13°/, abgespaltenen Ben- 


0 
coyls. Auch bei der Verseifung des Benzoylalbumins durch 





_ ') Es erscheint nicht iiberfliissig, darauf hinzuweisen, dab bei kurzer 
nwirkung der Lauge auf Albumin keine nennenswerten Mengen iither- 
slicher Siuren gebildet werden. 

*) Analoges Verhalten bei 0° siehe a. a. O. S. 283. 





St. Goldschmidt und Ad. Kinsky, 


246 


heiBe Natronlauge 1liBt die treppentirmige Gestalt der (Go. 


schwindigkeitskurve darauf schlieBen, da®B im Benzoylalbum): 
Benzoylgruppen verschiedener Bindungsart vorliege, 
Wir haben zunichst daran gedacht, bei einem der ausgesprochene: 
Haltepunkte der Verseifung die Reaktionsprodukte aufzuarbeitey, 
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Fig. 1. 


haben aber darauf verzichtet, weil das Protein selbst zu gleicher 
Zeit recht unvollstindig abgebaut ist. (Kontrolle durch Amino. 
N-Best.) 

Weiter gehende SchluBfolgerungen als die alkalische Ver. 
seifung des Benzoylalbumins gestattet die saure Verseifung, 
insbesondere durch 70°/,ige Schwefelsaure. 
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Nimmt man diese bei Brutschranktemperatur 
so zeigt sich, daB nach anfinglich betrachtlicher Zunahm 
die abgespaltene Benzoylmenge innerhalb eines sehr lang?’ 
Zeitintervalles nahezu konstant bleibt. Der ausgesproche? 
Knickpunkt der Kurve liegt (wie bei der alkalischen Verseifu- 


bei etwa 6, 


abgespaltenen Benzoyls. 


~ (0) 
J it 


) 


/ 0 7% 
(34 v0 

















Benzoylproteine: Benzoyl-Ovalbumin und dessen Hydrolyse. 247 


Bestimmt man gleichzeitig den Aminostickstoff, so ergibt 
sich, daB auch dieser nach anfainglichem Anwachsen nicht weiter 
munimmt (Figur 2). Diese Beobachtung erscheint auBerordentlich 
hemerkenswert; man muB aus ihr folgern, daB im Albu- 
min (und wohl auch in anderen Proteinen) Bindungen 
sorliegen, die der Hydrolyse durch 70°/,ige Schwefel- 
siure bei 34° erheblichen Widerstand entgegensetzen. 
DaB diese erhéhte Resistenz nicht etwa mit der Benzoylierung 
zusammenhingt, folgt daraus, daB auch das Albumin selbst sich 
cenau so verhilt?) (Figur 2.) Man koénnte daran denken, diese 
merkwiirdige Erscheinung durch eine im Verlauf des Abbaus er- 
folate Entstehung von Diketopiperazinringen (oder anderen 
Ringen)2) zu erkliren, die viel langsamer hydrolysieren als sich 
bilden muBten. Wir halten dies aber schon aus kinetischen 
Grinden fir recht unwahrscheinlich, weil sonst bei hoherer 
Temperatur die gleichen Erscheinungen zu beobachten sein miiBten. 
Sie fehlen aber, wenn man die Hydrolyse bei 100° vornimmt.*) 

Nimmt man die Verseifung des Benzoylalbumins durch 
0°/,ige Schwefelsiure bei 100° vor, so bleibt auch hier nach 
wenigen Stunden lange Zeit die Menge des abgespaltenen Ben- 
zoyls unverandert (Figur 3). Bestimmt man wiederum gleich- 
zeitig den Aminostickstoff, so zeigt sich, daB hier schon nach 
einer Verseifung von wenigen Stunden etwa 90°/, des gesamten 
vorhandenen Stickstoffs in Form von Aminostickstoff vorliegen.*) 





') Die Erscheinung kann also nicht mit der von E. Abderhalden 
ind Mitarbeitern beobachteten Verinderlichkeit der Hydrolysegeschwindigkeit 
ler Peptidbindung durch Benzoylierung [Diese Zs. Bd. 170, S. 134 (1927); 
Bd. 173, S. 250 (1928)] erklirt werden. 

*) Bildung von solchen durch 70°/,ige Schwefelsiure siehe E. Abder- 
halden. Diese Zs. Bd. 128. S. 122 ff. (1923). 

3) Man miiBte dann die kaum zu begriindende Annahme machen, da8 
die Temperaturkoeffizienten der Diketopiperazinbildung und der Di- 
ketopiperazinspaltung durch Sduren sehr verschieden sind, d. h. daB 
7. B. bei 35° die Bildungsgeschwindigkeit der Ringe erheblich, die Auf- 
‘paltungsgeschwindigkeit unendlich klein ist, daB dagegen bei 100° die Ge- 
‘chwindigkeit der beiden Reaktionen mindestens etwa gleich groB wird. 
Wir sind mit Versuchen beschiftigt, die bezwecken, die erwihnten Beob- 
achtungen und SchluBfolgerungen weiter auszubauen. Wir erhoffen ins- 
oesondere von der Verfolgung der Reaktion bei zwischen 35 und 100° 
egenden Temperaturen weitere Autkliirungen. 

*) Da es sich um Vergleichszahlen handelt, wurde die Menge des bei 
der Verseifung entstandenen NH,-Stickstoffs nicht gesondert bestimmt; die 
/atien enthalten also die durch NH, entbundene Menge Stickstoft einge- 
‘eschlossen, 
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Daraus folgt, daB es méglich ist, durch Einwirkung yoy 
70°,iger Schwefelsiure bei 100° das Benzoylalbumiy 
quantitativ zu hydrolysieren und dabei trotzdem eine, 
erheblichen Teil (etwa 7°/,) des Benzoyls in seiner ur- 
spriinglichen Bindung zu erhalten. Damit liegt die Mig. 
lichkeit vor, den Ort dieser Bindung zu ermitteln. | 
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Fig. 3. 


Praparativer Abbau des Benzoylalbumins mit 70°/, iger 
Schwefelsaure. 

Nachdem so analytisch festgelegt war, daB es méglich ist. 
Benzoylalbumin unter teilweiser Erhaltung der Benzoylgruppen 
vollstiindig zu hydrolysieren, war die weitere Fortfihrung der 
Arbeit von dem Bestreben geleitet, die benzoylhaltigen Spalt- 
stiicke zu isolieren. Die pripavative Durchfihrung dieser 
Absicht gestaltete sich oft recht schwierig und miihsam, denn wi 
muBten bei allen Fraktionierungsversuchen die Verteilung 
der benzoylhaltigen Abbauprodukte auf die einzelnen Fraktionen 
durch quantitative Benzoylbestimmungen ermitteln. In der 
Fraktionierung selbst haben wir recht verschiedene Wege eit- 
geschlagen. So haben wir versucht, durch Fillung mit Phos- 
phorwolframsaure, durch Extraktion mit Aceton, durch 
Extraktion nach Dakin!) eine Abtrennung der benzoylhaltiget 
Abbauprodukte zu erreichen. Wibhrend sowohl bei der Phosphor: 
wolframsiiurefallung wie bei der Extraktion mit Aceton keine 
deutliche Trennung eintrat, scheint sich die Butylalkoholextraktio: 
besser fiir eine Fraktionierung zu eignen. 


1) Biochemical. J). Bd. 12, S. 290 (1918): Jl. of Biol. Chem. Bd. 44. 5. 4% 
(1920). 
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Wir haben jedoch zunichst auf die Ausarbeitung dieses Kr- 
vebnisses verzichtet, weil wir fanden, dab bei einmaliger Ex- 
traktion der Abbauprodukte mit wenig Wasser ein 
schwerléslicher Rickstand verbleibt, in dem die Benzoe- 
siure sehr stark angereichert ist. Durch mehrmalige Um- 
krystallisation dieser Fraktion — jeweils unter Kontrolle von 
Benzoylgehalt, Aminostickstoff und Gesamtstickstoff — war es 
miglich, zu einem Benzoylkérper konstanter Zusammen- 
setzung zu gelangen. Klementaranalysen, Aminostickstoff 
und Benzoylbestimmung haben iibereinstimmend gezeigt, 
daB ein Monobenzoyl-lysin vorliegt. Die optische Aktivitit 
des Lysins ist beim Abbau erhalten geblieben. 

In dem Monobenzoyl-lysin kann entweder die «- oder die 
--Aminogruppe des Lysins benzoyliert sein. Aus allgemeinen Er- 
wigungen ist wahrscheinlicher, daB das Spaltstiick ein «-Benzoyl- 
lysin ist. Damit stimmt tberein die Fiallbarkeit durch 
Phosphorwolframsiure, die das allerdings inaktive «-Benzoy}- 
lysin von J.v. Braun!) von dem @-Benzoyl-lysin Emil Fischers?) 
unterscheidet. Auch die schnelle Reaktion mit salpetriger 
Siure%) deutet in dieselbe Richtung. Da ein direkter Vergleich 
des Benzoyl-lysins von Braun, das inaktiv ist, und unseres 
Materials, das aktiv ist, nicht durchfiihrbar ist, bleibt als sicherer 
Weg zur Entscheidung nur der Abbau unseres Benzoyl-lysins 
Bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat entsteht die 0-Benzoyl- 
amino-valeriansiure (I), die inaktiv ist. Dadurch ist fir unser 
Senzoyllysin die «-Stellung der Benzoylgruppe erwiesen. 

1) C,H,CO-NH(CH,),-CH(NH,)-COOH ©, C,H,;CO-N-H(CH,),COOH 
+ NH, + CQ,. 





Die freien Aminogruppen des Albumins. 


Aus der Beobachtung, daB bei der Hydrolyse von Proteinen, 
die zuvor durch salpetrige Siure desaminiert wurden, das Lysin 
uuter den Spaltstiicken nicht aufzufinden war, hat zuerst Skraup‘) 
den SchluB gezogen, daB wenigstens eine der Aminogruppen des 
Lysins in den untersuchten Proteinen in ungebundenem Zustand 
vorliegt. Spiter haben sich andere Forscher, wie Kossel und 


') Chem. Ber. Bd. 42, S. 844 (1909). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, 8. 3776 (1902). 

*) Chem. Ber. Bd. 43, S. 3170 (1910); Bd. 44, S. 1684 (1911). 
* Wiener Mon.-H. Bd. 27, S. 631, 653 (1906). 
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Gawrilow'), van Slyke und Birchard?) sowie Edlbacher 
dieser Auffassung angeschlossen. Die I[solierung des ¢-Benzoy|. 
lysins bringt den einwandfreien Beweis dafiir, daB dic 
é-Aminogruppe des Lysins, jedenfalls teilweise, im Qy. 
albumin in ungebundenem Zustande vorliegt. 

Van Slyke hat weiterhin aus dem Verhaltnis von Lysin- 
stickstoff zu freiem Aminostickstoff in Proteinen gefolgert, dat 
der gesamte Aminostickstoff derselben dem Lysin zuzuteilen sei: 
es scheint jedoch, daB dieser Schlub, der bereits von K. Felix! 
angegriffen worden ist, nicht auf zwingenden Voraussetzungen be- 
ruht. Dann bleibt die Frage offen, auf welche weiteren Amino- 
sdiuren die Verteilung des Aminostickstofts vorzunehmen ist. 


Errechnet man die Menge Benzoyl, die zur Abdeckung der 
e-Aminogruppe des gesamten Lysins vom Ovalbumin aufgenommen 
werden miibte (etwa 4°/,), und vergleicht diesen Wert mit der 
Menge Benzoyl, die durch 70°/,ige Schwefelsiure bei 100° nur 
iuBerst schwer abgespalten wird (7—8°/,), so folgt mit Sicher- 
heit, daB ein Teil des schwer abspaltbaren Benzoyls uni 
damit auch der freien Aminogruppen des Ovalbumins nicht 
auf das Lysin entfallt. Man kann dabei an die Guanidogruppe 
des Arginins denken, die ja nach Kossel®) nicht abgedeckt ist. 
Ks lieBe sich diese Annahme auch in quantitativer Hinsicht 
stiitzen (Benzoyl zur Abdeckung von */, Lysin-Stickstoff + 1/, Arginin- 
Stickstoff 7°/,); wir ziehen jedoch vor, von dieser SchluBfolgerung 
erst Gebrauch zu machen, wenn sie durch weitere experimentelle 
Tatsachen bewiesen ist. Vorliutig ist es uns jedenfalls noch nicht 
gelungen, annahernd die Menge «-Benzoyllysin herauszuarbeiten, 
die sich errechnet, wenn man annimmt, daB eine Aminogruppe 
des gesamten Lysins im Albumin benzoyliert ist. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
verbindlichst fiir die Gewihrung von Mitteln zur Ausfiihrung der 


Untersuchungen. 


1) Diese Zs. Bd. 81, 8S. 274 (1912). 

2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 539 (1913—1914). 

8) Diese Zs. Bd, 107, S. 52 (1919). 

4) Diese Zs. Bd. 110, S. 217 (1920); siehe dort auch weitere kritiscLe 
Ausfiihrungen zu dieser Frage. 

‘) Isolierung von Nitroarginin: Diese Zs. Bd. 37, S. 112 (1902); Bd. % 
(S. 456 ff 1912). 
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Beschreibung der Versuche. 


Quantitative Bestimmung von Benzoesiure. 


1,0915 g reine Benzoesiure wurden in 500 ccm Wasser 
gelist und mit gemessenen Mengen dieser Lisung folgende Ver- 
suche gemacht: 

Wasserdampfdestillation: 25,0 cem wurden in einen Rundkolben 
gebracht und mit kohlensiurefreiem Wasserdampf destilliert. Sobald die 
Menge des Destillats etwa 50 ccm betrug (10 Min.), wurde dieses mit n/20 
NaOH titriert. 








Tabelle 1. 
Gesamtdauer Benzoesiure Proz. Benzoesiure 

der Dest. — — in Proz. d. insges. insges. iibergegangen 
Min. nae angewandten (Summen von Spalte 3) 

10 2,51 27,8 27,8 

20 2,10 23,3 51,1 

30 1,86 20,6 71,7 

40 1,47 16,3 88,0 

50) 0,69 7,7 95,7 

60 0,30 3,4 99,1 

70 0,26 2.9 102,0 

80 0,29 3,2 105,2 

90 0,16 1,8 107.0 

100 0,10 1,1 108, 1 

110 0,08 0,8 | 108,9 








25,0 eem wurden mit 3 Tropfen konz. Schwefelsiiure versetzt und dann 
2 Stunden der Wasserdampfdestillation unterworfen. Es wurden verbraucht 
4,98 cem n/20-NaOH; entsprechend 0,0610 g Benzoesiure (112°), d. angew.). 

Ein gleichartiger Versuch mit Phosphorsiure und CO,-freier Vorlage 
hatte das gleiche Ergebnis. 

b) 1,0717 g Benzoesiiure in 500 cem ausgekochtem Wasser. Verwendet 
}e 25,0 eem. 

I. Direkte Titration: Es wurden verbraucht 8,93 eem, 8,95 eem 
u 20-NaOQH, entsprechend 0,0545 g Benzoesiiure = 102°. — 8,72 cem, 
~,65 com n/20-Ba(OH), entsprechend 0,0531 g Benzoesiiure = 100°, 

If. Die Lisung in Wasser wurde mit reinem, peroxydfreiem m Ather 
jurehgeschiittelt, wie friiher angegeben'), dann wurde die Atherlésung mit 
‘1,27 cem n/20-Ba(OH), durehgeschiittelt, der Ather gréBtenteils abgegossen, 
und nach Zusatz von Phenolphthalein mit n/20-Siiure zuriicktitriert. Ver- 
braucht 2,13 eem HCI; gef. 0.0551 g Benzoesiiure = i02,7°/,. 

Ein zweiter Versuch wurde ebenso durchgefiihrt, nur wurde die Ather 
‘sung vor der Zugabe der Barytlésung kurz evakuiert (Entfernung der 
CO,). Verbraucht zur Riicktitration 2.48 cem n20-HCl. Gef. 0.0536 g 
Beuzoesiiure = 100° , 


') Gobdectmiat u. Schén, a. a. O. S. 288, 
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Benzoylbestimmung in Benzoylproteinen. 


Die gewogene Menge des Benzoylproteins wird, wie friher’ 
angegeben, mit 5°/,iger Natronlauge gemessene Zeiten, zur volligen 
Benzoylabspaltung 48 Stunden, auf 100° erhitzt. Dann wird mit 
Schwefelsiiure angesiiuert und wie friiher mit Ather ausgeschitttelt, 

Die Atherlésung wird in eine Flasche mit eingeschliffenem 
Stopfen gebracht; zur Entfernung des CO, wird in einem leeren 
Exsiccator etwa 10 Minuten bis zu schwachem Sieden des Athers 
evakuiert und dann CO,-freie Luft durch eine Capillare eingelassen, 
Nach Zutiigen einer gemessenen Menge iiberschiissiger n/20-Ba(OH), 
Lésung wird kriiftig in der verschlossenen Flasche durchgeschiittelt, 
der Ather vorsichtig abgegossen und bei Gegenwart von Phenol- 
phthalein mit CO,-freier n/20-HCl zuriicktitriert. 


Blinde Benzoylbestimmungen an Albumin aus Hihnereiern 
verschiedener Darstellung. 

Kine gewogene Menge Albumin wurde in etwa 25 ccm 
5°/jiger Natronlauge geldst (1/, stiindiges Schiitteln), dann wurde 
auf 100° erhitzt, und nach dein Ansivern wie angegeben dis 
Benzoylbestimmung durchgefiihrt. 

; 1. Ovalbumin Merck (4,94°/, Asche, 11,8°/, Wasser): a) 8 Stunden mi‘ 
Ather extrahiert. b) Elektrodialysiert und nach Eindampfen 5 Tage mi 
Ather extrahiert. 


Tabelle 2. 





Dauer d. Einw. : ; - ee ‘ 
«. MME in tia. Menge Albumin bensigiiatcons Gef. Jo Benzoyl, 
bei 100° g n/20-NaQH scheinbar 
(0 0,6053 1,750 1,59 
a){ 2 0,3840 1,563 2,24 
| 24 0,3807 1,610 2,31 
b) 2 0,3197 0,55 0,95 











2, Albumin aus frischen Hiihnereiern: Durch Fillung mi 
Ammonsulfat bereitet; die so erhaltene Albuminlésung wurde dialysiert 1nd 
im Vakuum eingedampft. N-Gehalt des Albumins 14,87 °/,, 15,1°/o. 

0.4050 g Albumin wurde in 5°/,iger NaOH gelést und die blince 
Benzoylbest. wie oben ausgefiihrt; es wurden verbr. 1,720 eem n/20-Na0H 
entspr. 2,23°/, Benzoyl. 0,2293 g Albumin, die aber durch Elektrodialyse 
besonders gereinigt waren, verbr. 0,24 cem n/20-NaOH = 0,55°, Benzoy). 


1) Goldschmidt u. SchGn, a.a. O. S, 288. 
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3. Entfernung der sauren Verunreinigungen: a) 10g 
Albumin Merck wurden analog wie bei der Benzoylierung in 
s00cem 15°/,ige Kaliumbicarbonatliésung unter Turbinieren ein- 
gestiiubt; sobald alles in Lésung gegangen war, wurde mit Kssig- 
siure angesduert, mit Ather ausgeschiittelt und die wiibrige Lisung 
mit Methanol gefillt. Dann wurde abzentrifugiert, achtmal mit 
Methanol gewaschen, abgesaugt, mit Ather nachgewaschen und 
vei 100° im Vakuum getrocknet. 

0,6426 g Albumin verbr. 0,78 cem n/20-NaOH = 0,63°/, Benzoyl. 

b) 2g Albumin (aus Hiern selbst bereitet) wurden im Soxhlet 
mit Ather extrahiert; nach bestimmten Zeiten wurde der Ather 
erneuert; der gebrauchte Ather wurde verdampft und mit dem 
Riickstand eine blinde Benzoylbestimmung ausgefiihrt (Erwirmer 
mit 5°/,iger NaOH 2 Stdn. auf 100”). 


Tabelle 3. 





Extrakt.-Dauer Verbr. ccm Ber. pro Tag 


Tage n/20-NaOQH ecm NaOH 
5 3,5 0,7 
1 0,6 0,6 
1 0,75 0,75 
1 0.35 0,35 
2 0,74 0,37 
1 0.31 0,31 








03747 g Albumin (11 Tage extrahiert) verbr. 0,55 cem n, 20-NaOQH 
077°), Benzoyl. 


Gesamt-Benzoylbestimmungen von Benzoylalbumin. 


Das verwendete Benzoylalbumin war wie friiher dargestellt, 
nit Ather extrahiert und bei 100° im Vakuum getrocknet. Die 
Benzoylbestimmungen sind noch nach der friiher angegebenen 
Methode ausgefiihrt. 


a) Im siedenden Wasserbad: 4,650g Benzoylalbumin in 250 cem 
,iger NaOH; nach 20 Minuten war Lésung eingetreten, zur Titration 
wurden zu bestimmten Zeiten je 25 cem entnommen. 


Tabelle 4. 





Zeitin Stdn, Verbr. 0,5 15 | 2 3 10 24.0 48 


1 
ccm n/20-NaOH 7,00! 7,93, 8,42 8,78, 10,00 11,60. 12,30 14,93 
8, 


Abgesp. 9), Bz. | 8,04 97| 9,50 9,94/ 11,80 13,08 13,90 16,95 
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b) Kochen mit 5°), iger NaOH: 0,3886 g Substanz verbrauchten nach 
2 Stunden 8,90 ccm n/20-NaOH = 12,05°/, Bz. 

c) Druckverseifung: I. 0,5530 g Benzoylalbumin wurden mit 5°), iger 
NaOH im Bombenrohr 5 Stunden auf 135°, dann 2 Stunden auf 165° erhitzt. 
Verbr. 18,05 cem n/20-NaOH. Gef. 17,10°/, Bz. — 0,3445 g Benzoylalbumin 
im Bombenrohr 24 Stunden mit 5°/,iger NaOH, verbr. 14,05 cem NaOH. 
Gef. 21,40°/, Bz. 

Il. 0,5928 ¢ Benzoylalbumin wurden mit 5,5 g 70°/,iger H,SO, bis zur 
Auflésung stehen gelassen, mit Wasser verdiinnt, bis der Gehalt an H,SO, 
25°/, betrug; dann wurde in der Schiittelbombe 48 Stunden auf 150° 
erhitzt. Verbr. 18,96 ccm n/20-Lauge. Gef. 16,78°/, Bz. — 0,6795 g Sub- 
stanz wurden ebenso, nur 96 Stunden erhitzt. Verbr. 23,06 cem NaOH 
Gef. 17,8°/, Bz. 

Ill. Blinde Benzoylbest.: 1,1470 g Albumin Merck wurde in der 
Schiittelbombe 4 Tage mit 1n-NaOH auf 150° erhitzt. Verbr. 13,28 cem 
n/20-Lauge. Gef. 6,07°/, Bz. — 0,3725 g Albumin ebenso mit 25°), iger 
H,SO, 3 Tage erhitzt. Verbr. 2,42 cem Lauge. Gef. 3,40°/, Bz. 


m-Chlorbenzoyl-albumin. 


6¢ Albumin (mit Ather extrahiert) wurden in 360ccm 15°/, iger 
Kaliumbicarbonatlésung eingetragen; nach der Auflésung wurde 
tropfenweise mit 111 g m-Chlor-benzoylchlorid versetzt; der 
dabei entstehende Niederschlag wurde, wie beim Benzoylalbumin 
beschrieben, aufgearbeitet und getrocknet. Ausbeute fast quantitativ. 

Halogenbestimmungen nach Baubigny und Chavanne: 0,1586¢ 
Subst. verbr. 4,72 cem n/20-AgNO,. — 0,2079 g Subst. verbr. 6,26 ccm. — 
0,1324 g Subst. verbr. 4,03 ccm. 

Gef. 20,7 21,0 21,2°/, Chlorbenzoyl, entsprechend 
16,4 16,6 16,8°/, Benzoyl. 


Zeitlicher Verlauf der Benzoylabspaltung. 


Alkalisch: I. 9,170g Benzoylalbumin wurden in heibe 1 n- 
NaOH schnell eingestiubt; dabei trat sofortige Liésung ein. Diese 
wurde mit NaOH gleicher Konzentration zum Liter autgefiillt. 
Zu den einzelnen Bestimmungen wurden je 50 ccm schnell mit 
Kis gekiihlt und darin Benzoyl nach der neuen Vorschrift bestimmt. 
Temperatur 100°: Der Versuchskolben befand sich dauernd 1 
lebhatt siedenden Wasserbad. 

IJ. 9,043 g Benzoylalbumin ebenso verseift. 

III. 8,458 g Benzoylalbumin in 0,5n-NaOH, die in bezug au 
NaCl ebenfalls 0,5n. war, alle iibrigen Bedingungen wie unier |. 
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Tabelle 5. 


Es bedeuten a) Zeit in Stunden, b) zum Ausschiitteln verwendete ecm 
n 20- Ba(OH), , ce) zur Riicktitration verbr. cem n/20-HCl, d) abgesp. 
Benzoyl in °). 








I. | | | 

1 | 0,12 | 0,35! 0,538 0,72) 0,95! 1,25) 1,75} 2,83 2,7 

b 11,85 | 11,82 | 11,27 11,27 11,27 | 11,70 | 11,27 | 11,27 11,27 
© | 62] 586 5.79. 5,75 4,83! 4,851 4,07] 38,56 2,54 
d | 6.52] 6,25; 6,28! 6,31!) 7,37) 7,89! 8,24! 8,83, 10,0 


| Ds _ | | | | 
a 38,0 | 3,5 | 4,5 | 5,75! 80 147 | | | 


b 2,841 11,27 | 11,27 | 11,27 | 13,50 | 11,27 | | | 
© | 2,84] 2,25! 2,09] 1,10} 2,24 | 5,38 20 cem Lisg. verw. 
| 16,30 | 


d | 9,65 | 10,32 | 10,51 | 11,60 | 12,88 | 


1,5 | 2,0 | 23 | 3,0 
11,27 | 11,27 | 11,27 | 11,27 


1 | 0,08! 0,33} 0,58! 0,83! 1,1 
b | 11,27 | 11,27 | 11,27 | 11,27 | 11,88 





| | | 
¢ 6,05} 6,09 5,68) 5,02) 4,45) 4,18 | 8,09 2,81 2,08 
d 6,06} 6,03 6,48 | 7,20| 8,05 | 8,24 | 9,37) 9,88 10,65 
a | 85 | 4,25 | 4,9 | 6,6 (21,6 | | 
b 11,27 | 11,45 | 11,27 | 18,52 | 13,75 | | | 
c 1,93 | 1,83) 0,95} 2,64] 2,84 | | | 





d 10,85 | 11,13 11,98 | 12,60 | 12,65_ | | 
HT. | | | | | | | 
a (24 /28 | 30 34 | 36 | A7,5 
b . 16,9 | 16,9 | 16,9 | 16,9 | 16,9 | 1 16,9 | 
© 4,06 | 8,55 | 3,29 | 3,55 | 3,78 | 8,06 | 
d | 15,80 | 16,70 | | 16,80 | 16,40 | 16,20 | | 17,08 | 


In 70°/,iger Schwefelsiure: I. Zimmertemperatur: 
18940 g Benzoylalbumin wurden unter Umschwenken in die 
Schwefelsiure eingestiubt. Beim Stehen trat im Verlauf von 
48 Stdn. véllige Lésung ein. Dann wurde die Benzoylbestimmung 
ausgefiihrt, indem man zuerst in mit Eis gekiihltes Wasser ein- 
gob (Niederschlag) und dann in der angegebenen Weise weiter 
vertuhr. 


Es wurden verbr. 3,15 cem n/20-HCI, zugegeben 5,82 ecm n/20-Ba(OH),. 
Get. 1,58 °/, Bz.; 1,8375 g Subst. nach 7 Tagen: 11,27 ccm n/20-Ba(OH),, 
-34eem n/20-HCl. Gef. 3,29°/, Bz. 

II. Brutschranktemp. (84°): 11,070 g Benzoylalbumin wie oben ein- 


gestaubt und mit 70°/, iger Schwefelsiiure auf 250 cem aufgefillt; zur 
Benzoylbestimmung entnommen je 10 ccm, sonst wie unter I. 
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Tabelle 6. 

| ! | to 
a 18 | 28 39,5 | 52,5 | 64 T5 90 102 126 | 136 
b 38! 5,63. 5,63] 5,63| 6,76 6,76 6,761 9,01] 6,76) 6% 
( 0,63 2,28 1,89} 1,14 1,71 1,88 1,63 3,51] 1,16 1,9 
d| 3,26, 3,98 4,45) 5,33 5,96 5,78 6,07 6,52] 6,65 65; 
1 1147 =| 160 | 
b 6,76! 6,76) | 
( 1,20) 0,97! | 
d | 6,60; 6,87 | 











In der gleichen Lésung. 


, 
Zu 
An 


den angegebenen Zeiten e) wurden je 10 ccm entnommen, durch Zugabe von 
Na-acetat essigsauer gemacht und auf 50 ccm verdiinnt; hiervon wurde: 
je f) cem verwendet; g) cem N,; h) °/, Amino-N. 


Tabelle 7. 














| 





e 112 126 | 186 | 147 | 160 | ds 
| | 
f 8,2 8,0 10,1 10,3 | 10,1 | 10,1 
| | 
“ 5,6 61 | 1.7 8,0 7 .. 
14°, 761 mm | 21°, 761 mm | 22°, 761 mm | 24°, 761 mm | 23°, 761 mm | 21°, 750m 
h 4,52 4,88 4,85 | 4,90 | 4,90 | 5. 

III. 100°, Benzoylbest.: Je 0,500 g Benzoylalbumin wurden mit 7 ceu 
70°/,iger Schwefelsiiure im zugeschmolzenen Reagensglas angegebene Zeiter 
erhitzt, sonst wie oben. 

Amino-N-Best.: Die 0,5 g Substanz enthaltende Lisung wurd’ 
durch Zugabe von Natriumacetat essigsauer gemacht und auf 50 ccm verdiinnt, 
sonst wie oben. 

Tabelle 8. 
: ———- 
a 1 2 3 | 4 4,74 b 
hy 11,89 11,27 11,27 11,27 11,83 11. 
¢ 4,82 3,25 Slt | 2,90 4,12 2. 
d 7,41 8,42 8,57 8,78 8,15 \ 
f 10,2 10,0 10,0 10,0 10,5 10, 
g 13,0 15,6 16,5 | 14,3 18,8 ax 
21°, 765 mm | 24°, 765 mm | 22°, 765 mm | 23°, 763 mm | 24°, 765 mm | 20", «' 
h 6,98 8,41 9,07 | 9,31 967 ) 8 
a 6,25 1.5 11 | 183) 23,5 
h 11,27 11,27 11,27 | 11,27 11,27 
c 2,16 2,02 1,45 1,03 1,30 
d 9,56 9,72 10,30 10,50 10,35 | 
f 10,0 10,5 10,1 / 10,0 / 10,0 | 
g 18,5 18,6 18,4 | 18,5 18,7 | 
23°, 747 mm | 18°, 747 mm | 18°, 747 mm | 18°, 747 mm | 18°, 758 mm | 
h 9,92 9,72 | 10,01 | 1017 | 10,44 | 

















') 10 cem dieser Lisung (0,1 g Subst.) wurden zur Bestimmung 


NH.-N mit CaO destilliert. 


Verbr. 1,05 eem n/10-HCl. 


Gef. 1,47°), %. 








uu 
Wl 


iQ! 
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Gesamt-N-Best. im verwendeten Benzoylalbumin: (Mikro- 
Kjeldahl) 0,0294 g Subst. verb. 2,385 cem n/10-H,SO,. — 0,0405 g Subst. 
yerbr. 8,340 cem n/10-H,SO,. — 0,0440 g Subst. valli. 3,585 cem n 10-HCLI. 


Gef. 11,35 11,55 11,409/,N 


Abbau von Albumin mit Schwefelsaure. 


A. Bei 34°: 3,064 g Albumin (N-Gehalt ermittelt 12,5°/)) 
wurden wie beim Benzoylalbumin in 70°/,ige H,SO, eingestiiubt 
und auf 100 ccm aufgefiillt; fiir die Amino-N-Bestimmungen 
wurden je 10 ccm entnommen, so lange mit Natriumacetat versetzt, 
bis keine freie Schwefelsiure mehr vorhanden war und auf 50 ccm 
aufgefiillt, Bezeichnung der einzelnen Spalten wie oben. 


Tabelle 9. 





a 42 | 66 114 | 180 | 180) 180 *) 





f 95 | 100 | 10,0 | 10,3 10,0 | 9,8 

g 5,0 | 5,0 5,1 | 6,5 6,3 | 10,6 
ae 24°, 752 mm | 21", 752 mm 18°,7 52mm |: 24°, 753mm | 24°,746mm = 25°, 753 mm 

h 4,76 4,64 | 4,79 | 5,52 5,63 | 9,70 


| B. Bei 100°: 6,344 g Albumin (N-Gehalt 12,5°/,), 250 ccm 
| i0°/,ige Schwefelsiure; sonst wie unter A. 


Tabelle 10. 








a —stiéO*« GG 1,75 3,0 
f 4,0 10,1 ! 10,0 
3,1 1,5 | 8,7 

26°, 749 min | 15°, 748 mm , 25°, 759 mm 
h 942 = 954 | 10,7 


Praparative Untersuchung des Abbaus von Benzoylalbumin durch 
70°/,ige Schwefelsaure. 

Man la8t Benzoylalbumin mit 70°/,iger Schwefelsiure (pro g 
Substanz 20 g Siure) die gewiinschte Zeit bei 100° stehen. Nach 
dem Erkalten verdiinnt man unter Kihlung mit Wasser (etwa 
der 25fachen Gewichtsmenge der verwendeten Schwefelsiiure). 


) Nach dem Verdiinnen noch lingere Zeit bei 34° gehalten. 
) Die entnommene Menge wurde 48 Stunden auf 100° erhitzt, dann 
‘rst wurde wie oben auf 50 cem verdiinnt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLX XXIII. 17 
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Dann wird heiB die Schwefelsiure durch heiBe Ba(OH),-Lésung 
quantitativ unter Vermeidung eines Uberschusses von Ba(OH), ge- 
fallt und abgesaugt. Das Filtrat wird im Vakuum bei méglichst 
niederer ‘emperatur eingedampft (I). Durch wiederholtes Auc- 
kochen des Niederschlags erhiilt man noch weitere Mengen des 
Abbauproduktes (II, II). Aber auch dann enthalt das Barium- 
sulfat noch erhebliche Mengen organischer Substanz. Mit den 
so erhaltenen Kindampfriickstiinden wurden eine Reihe von Ver- 
suchen gemacht. 


A. Untersuchung auf gebundenes Benzoyl: 27,3 g Benzoy| 
albumin, Erhitzungsdauer 12 Stdn., Kontrolle des Abbaus dure th Bestia 
des Amino-N (gef. 11,4°/,); Aashouten I. i8 g, Il. 4,7 g, IL. 

]. 0,3094 g Subst. wurden ohne Verscitung wie Ather aaien 
und die Benzoesiure wie angegeben bestimmt. Verwendet 6,76 cem n,20- 
Ba(OH),. Zur Riiecktitrierung verbraucht 1,78 n/20-HCl. Gef. 8,55°/, Bz. 

0.4798 ¢ Substanz wurden durch 48stiindiges Erhitzen mit 5°), iger 


NaOH auf 100° verseift und das Gesamtbenzoyl bestimmt. Verwendet 
11,27 cem n/20-Barytlauge; verbraucht 0,83 eem HCl. Gef. 11,45°/, Baz. 
Gebundenes Benzoyl 3°/). 

II. 0,1232 g Substanz ohne Erhitzen; 5,75 cem n/20-Ba(OH),; 4,02 ccm 
n/20-HCl. 0,2381 g Substanz verseift; 5,63 ecm n/20-Ba(OH),, 0,40 cem n_20- 
HCl. Gef. Gesamt-Bz. 11,52°/); ungebundenes Bz. 7,32°/,, gebundenes 4' ,. 

B. Versuche zur Abtrennung der benzoylhaltigen 
Substanz. Fiallung mit Phosphorwolframsaure: 15 g des 
Produktes A I. wurden in Wasser gelést, mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt und filtriert. 

Die Phosphorwolframate wurden in 1 n-HCl suspendiert uni 
mit Amylalkohol—Ather ausgeschiittelt; die wiiBrige Liésung wurde 
durch PbO von der Hauptmenge der Salzsiure befreit, filtrier: 
und auf 250 cem gebracht. 

Benzoylbestimmung 0,23 g Bz. 

Das Filtrat der Phosphorwolframate wurde ebenfalls durch 
Amylalkohol—Ather von der Phosphorwolframsiure befreit un/ 
auf 200 ccm gebracht. 

Benzoylbestimmung in der Lésung: 0,16 g Baz. 

Extraktion mit Aceton: 110 g Beniunyltintaiin 8 Stunden 
mit 70°/,iger Schwefelsiiure auf 100° erhitzt. Ausbeute I. 50 ¢ 
II. 15 g, III. 6 g. Diese wurden vereinigt und zuniichst mit 
Ather extrahiert, bis keine Benzoesiure mehr in Lésung gin 
Dann wurde die Extraktion mit Aceton 3 Tage ment 
Die schon einen Niederschlag enthaltende Acetonlésung wurte 
eingedampft und der Riickstand mebrfach mit Ather verriebe. 
SchlieBlich wurde abgesaugt und bei 100° im Vakuum getrocknet #. 
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Benzoylproteine: Benzoyl-Ovalbumin und dessen Hydrolyse. 


Das Ungeléste wurde unter Erneuerung des Acetons noch mehr- 
mals extrahiert (b, c, d). 

Extrakte: a) Ausbeute: 1,3 g, 6,63°/, gebundenes Bz. b) 4,7 g, 6,7° , Bz. 
c) 4,7 g, 5,25°/, Bz. d) 3,7 g, 5,98°, Bz. 

Riickstand: 41 g, 7,5°/, Bz. 

Extraktion mit Butylalkohol nach Dakin: Der bei der 
Extraktion mit Aceton erhaltene Riickstand wurde mit wenig 
Wasser aufgenommen. Dabei blieb ein schwer léslicher Riick- 
stand (A). Die waBrige Lésung wurde mit Butylalkohol im Vakuum 
ausgezogen und nach je einem Tage das 1m Butanol Ausgeschiedene 
abgesaugt (B. 1, 2); schlieBlich wurde die Butanollésung zur 
Trockne verdampft (B. 3). 

Benzoylbestimmungen: A 27,3°/,, B.1) 10,5°/,, B. 2) 2,494, B. 3) 7,415°/). 

Behandlung mit Wasser: Aus 100 g Benzoylalbumin 
lurch 10stiindiges Krhitzen mit 70°/,iger H,SO,: 35 g Abbau- 
produkt. 

Benzoylbestimmung: 0,5947 g Substanz (bei 100° im Vakuum getrocknet), 
11,27 eem n/20-Ba(OH),, 1,81 cem n/20-HCl. Gef. 8,35°/,. 

Die gesamte Substanz wurde mit wenig kaltem Wasser aus- 
sezogen, dabei verblieb ein unléslicher Riickstand, der mit etwas 
kaltem Wasser nachgewaschen wurde. Zur Reinigung wurde er 
in viel heiBem Wasser gelést und die heibe Liésung mit Carboraftin 
entfirbt. Die Mengen der Entfairbungskohle diirfen nicht zu 
croB sein, weil sonst erhebliche Teile der benzoylhaltigen Sub- 
stanz absorbiert werden, die man der Kkohle durch Auskochen 
wit viel Wasser entziehen kann. Beim Erkalten der von der 
hohle filtrierten Lésung schieden sich fast farblose Blittchen ab 
2.3 g), durch Einengen der Mutterlaugen wurden noch 0,3 g 
erhalten. 

Benzoylbestimmung: 0,1005 g Subst. 11,27 cem n/20-Ba(OH),, 3,88 cem 
n20-HCl. Mikrokjeldahl. 0,0223 g Subst. verbrauchen 1,49 cem n/10- 
1,80,. — Amino-N-Bestimmung.: 0,0628 g Subst. in 10 ecm Wasser; davon 
zaben 0,992 cem Lésung 0,670 cem N, (26°, 750 mm). — 0,844 cem 0,565 eem N, 
26°, 750 mm), 

Gef. 38,6°/, Bz. 10,02°/, N 5,86, 5,81°/, Amino-N. 

Die gesamten aus verschiedenen Darstellungen gewonnenen 
hochbenzoylhaltigen Kérper wurden vereinigt und aus heiBbem 
Wasser mit Carboraftin dreimal umkrystailisiert. Man _ erhielt 
‘0 Blattechen, die sich bei 230° braun zu firben begannen und 
dei 240° unter Aufschiiumen schmolzen. Sie sind in kaltem Wasser 
sehr schwer, in heiBem miBig léslich. Die Lislichkeit wird durch 
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Verunreinigungen stark erhéht. In Laugen und Siuren, auch Kis. 


essig sind sie leicht léslich. Durch Phosphorwolframsiure wird 
auch aus saurer Lésung ein unlésliches Phosphorwolframat aus. 
gefallt. 

Benzoylbestimmung: 0,4945 g Subst. 46,4 cem n/20-Ba(OH),, 5,75 cen 
n/20-HCL. 

Elementaranalyse: 4,217 mg Subst. 9,70 mg CO,, 2,69 mg H,0. - 
4,243 mg Subst. 0,400 ecm N, (19°, 761 mm). — Amino-N: 0,2210 g Substanz in 
10 cem 50°/,iger Essigsiure, 0,975 cem Lésung 2,165 cem Ny (19°, 748 mm, 

Drehung: 0,2210 g Subst. in 10 cem 50°,,iger Essigsiiure « = 0,60): 
[a], = + 27,2° 
C,3H,,O,5N, Ber. C 62,5 H 7,26 N 11,21 Amino-N 5,60 Bz. 42, 

Get. ,, 62,78 ,, 7,14 , 11,08 1 5,66 43 


Oxydation des Benzoyllysins. 


0,5 g Benzoyllysin wurden in etwa 100 ccm heiBem Wasser 
gelést und bei 70° nach und nach mit der fiir die Oxydation zu 
Benzoylaminovaleriansiure berechneten Menge KMnO, (17 cew 
einer 2,5°/ igen Lésung) versetzt. Mehr Permanganat wird sel: 
viel langsamer verbraucht, die Oxydation geht dann weiter (Bern- 
steinsiure). Die Lésung wird heiB vom ausgeschiedenen Braunstein 
filtriert, mit 3 ccm n/1-HCl angesiuert, auf dem Wasserbad ein- 
geengt und das ausgeschiedene Ol mit Essigester aufgenommer. 
Die beim Eindunsten krystallisierende Substanz wird mit Kssig. 
ester angerieben und abgesaugt. Durch wiederholtes Kindunsten- 
lassen, Verreiben mit Essigester und Absaugen erhilt man weitere 
Mengen. Dann wird noch einmal aus Essigester umkrystallisiert 
Schmelzp. 91,5—92,5°. Mischschmelzpunkt mit 0-Benzoylamino- 
valeriansiiure!) keine Depression. 


') Dargestellt nach Schotten: Chem. Ber. 17, 2546 (1884). 





ler 
Tra 
klay 
mit 
Mus 

( 
wer 
enth 














Uber den EinfluB des Trainierens des Muskels auf seinen 
Gehalt an Phosphorverbindungen. 


Von 


D. Ferdmann und QO. Feinschmidt. 





(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 192%.) 


Die Untersuchungen der beiden letzten Jahre brachten die 
Entdeckung neuer Phosphorverbindungen in den Muskeln: Kreatin- 
phosphorsiure’), Adenylsiure?) und Pyrophosphorsiiure *). 

Der Nachweis dieser neuen Substanzen laBt die Bedeutung 
der bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Rolle der 
Phosphorverbindungen fiir die Muskeltitigkeit bezweifeln und 
segenwartig macht sich die Notwendigkeit neuer Arbeiten fiihlbar, 
welche Phosphormetabolismus des Muskels beleuchten. 

Um die Rolle der Kreatinphosphor-, Hexosephosphor- und 
Pyrophosphorsiiure bei der Muskeltatigkeit besser kennen zu 
lernen, stellten wir Untersuchungen an, welche den EinfluB des 
Trainierens auf den Gehalt dieser Substanzen in den Muskeln 
klaren. Wir wissen, daB das Trainieren, d.h. die taglich regel- 
mibig fortgesetzten Ubungen, auBer der Leistungsfaihigkeit der 
Muskeln auch den Gehalt derselben an energetischen Substanzen 

Glykogen4) und Kreatin®) steigert. Deswegen konnte erwartet 
werden, das Trainieren werde auch die Menge der im Muskel 
enthaltenen Phosphorverbindungen beeinflussen. Es schien uns 
nighich dadurch, d. h. durch Ermittelung des Zusammenhanges 
iwischen gesteigerter Leistungsfihigkeit des Muskels und der 
Verinderung seiner einzelnen Phosphorverbindungen, die ener- 
getische Rolle der Phosphorverbindungen {fiir die Muskelfunktion 
begreiflicher zu machen. 


') G. Eggleton, Biochemical. Jl. Bd. 21, S. 190 (1927); Fiske u. 


| Subbarow, Seience Bd. 65, S. 401 (1927). 


*) Embdenu. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). 
*) Lohmann, Naturwissensch. Bd. 16, S. 298 (1928). 

‘) Embden u. Habs, Diese Zs. Bd. 171, S. 16 (1927). 

*) Palladin u. Ferdmann, Diese Zs. Bd. 174, S. 174 (1928). 
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Methodik. 


Die Untersuehungen wurden an Kaninchen ausgefiihrt. Es wurd 
der M. biceps femoris der einen Extremitiit trainiert, wahrend der M. biceps 


der anderen Extremitiit als Kontrolle diente. 


Das Trainieren bestand darin, das der Muskel zweimal tiglich j- 


3’ —4 Minuten lang, mit einem Intervall von 4 Std. durch Induktionsstrom g, 


reizt wurde. Die Elektroden wurden auf die enthaarte Haut iiber dem M. bj. 


ceps fem. gelegt. Wie die vorangegangenen Untersuchungen von A, Palladin 
und D. Ferdmann!') gezeigt haben, gelingt es in dieser Weise binnen 
einizer ‘Tage die chemische Zusammensetzung des Muskels zu veriindern, 

Das Trainieren dauerte 9—22 Tage. Die Kaninchen wurden 1—6 Tage 
nach der letzten Reizung getétet; der experimentelle und der als Kontrolle 
dienende M. biceps fem. wurden exzidiert und darin die Phosphorverbin- 
dungen bestimmt. 

Die Kreatinphosphorsiure wurde mittels des von uns ausgearbeiteten 
Verfahrens bestimmt (Ferdmann)?). Dazu wurden auf einer Torsions 
waage rasch Stiickchen von je 750—850 mg abgewogen, und in einer Li 
sung von borsaurem Natron (p,; 9,15) in einem Porzellanmorser zerriebeu. 
Die Proteinstoffe wurde mit 20 cem einer 4°/,igen Lésung von Trichlor 
essigsiiure sedimentiert. Zur Bestimmung wurden je 5 cem Filtrat in Met 
kolben von 25 cem Inhalt genommen, wohin zuvor zwecks Neutralisatiou 
der ‘Trichloressigsiure eine Lésung von 2n NaOH und ein Tropfen Phenol. 
phthalein gebracht wurden. Die Fiirbung des Filtrats erfolgte bei einer t° vou 
25—27° und die Ablesungen wurden im Kolorimeter von Leitz getroffen. 

Q-Phosphorsiure wurde an einzelnen Stiickchen zu je 7T00—800 m; 
nach Fiske und Subbarow bestimmt. Hexosephosphorsiure wurde naci 
Embden und Jost bestimmt. Dazu wurden je 800 bis 850 mg der Mu: 
kelsubstanz rasch abgewogen und sofort in einem Porzellanmdérser mi 
Quarzsand in einer 5°/,igen Lésung von Trichloressigsiiure (10 cem) in 1 
igen HCl zerrieben. Das Gemisch wurde in Probiergliser gegossen, ver 
korkt und bis zum folgenden Tage kaltgestellt. Das Filtrat wurde dure 
Magnesiumoxyd zur alkalischen Reaktion gebracht, wiederum _filtrier 
und dann in 2 cem mittels einer Lésung von Ammoniakalkohol ein: 
Fiillung der Phosphate bewirkt, wouach man die Hexose bestimmte und 
Kalkulation vornabm, wie es Embden und Jost empfohlen haben. 

Pyrophosphorsiiure wurde nach Lohmann bestimmt. Bei der be- 
stimmung des Gesamtphosphors wurde die Veraschung mittels Schwefe. 
und Salpetersiiure (nach Neumann) durchgefiihrt. 


EinfluB des Trainierens auf den Kreatinphosphorsauregehalt 
des Muskels. 
Gleichzeitig mit der Entdeckung der Kreatinphosphorsiiure in de: 
Muskeln wurde durch P. u. G. Eggleton und Fiske u. Subbarow fe 


1) Palladin u. Ferdmann, a. a. O. 

*) Ferdmann, Diese Zs. Bd. 178, 8S. 52 (1928). , 

8) Fiske u. Subbarow haben in ihrer letzten Arbeit [Jl. of Biol. Che 
Bd. 81, S. 629 (1929)] vorgesehlagen bei Kreatinphosphorséurebestimmunz” 
anorgan. H,PO, mit Calciumchlorid zu fallen. 

In einem Teil unserer Versuche haben wir uns auch dieses Verfahre? 
bedient. Beide Methoden ergaben dabei dieselben Daten. 
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gestellt, dab diese Verbindung wihrend der Muskeltiitizkeit zersetzt wird 
und sich bei Ruhe wieder synthetisiert. Die Arbeit Meyerhofs und seiner 
Mitarbeiter ') hat gezeigt, daB die Reaktion des Zerfalles der Kreatinphosphor- 
siure in Kreatin und O-Phosphorsiure eine exothermische ist, und dab da- 
bei eine betriichtliche Menge Energie befreit wird. Schon auf Grund dieser 
Untersuchungen konnte man vermuten, daB der Kreatinphosphorsiiure eine 
bestimmte energetische Rolle bei der Muskeltitigkeit zukommt. Durch die 
weiteren Arbeiten von Nachmansohn’) wurde festgestellt, daB wihrend 
der Arbeit eines Muskels daselbst keine quantitative Wechselbeziehung 
zwischen den Abbauprozessen der Kreatinphosphorsiiure und der Bildung 
yon Milehsiiure beobachtet werden. Die Untersuchungen von Eggleton’), 
Feinsehmidt und Ferdmann‘) haben auch gezeigt, dab sich unter Kin- 
tub verschiedener experimenteller Bedingungen, die zur Bildung von Milch- 
siure im Muskelextrakt oder unmittelbar im Muskel selbst fiihren und den 
Zerfall von Kreatinphosphorsiiure herbeifiihren, keine direkte quantitative 
Beziehung zwischen den beiden Prozessen nachweisbar ist. Diese Angaben 
lassen schlieBen, daB der energetische ProzeB des Abbaues von Kreatinphos- 
phorsiiure im Muskel unabhiingig von einem anderweitigen Vorgang der 
Bildung von Milchsiiure aus Glykogen, verliiuft. Is liegen aber daneben 
auch Untersuchungen vor, welche auf den Zusammenhang zwischen dem 
Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsiure und ihrer Arbeitsfihigkeit 
hinweisen. Die Untersuchungen von Ferdmann und Feinschmidt®), 
und von A. Paladin und Eppelbaum®) haben darauf hingewiesen, daB 
die zu rascher Kontraktion befihigten weiben Muskeln verschiedener Tiere 
(Niugetiere und Végel) weit mehr Kreatinphosphorsiure enthalten, als die 
langsam kontrahierenden roten Muskeln. Weiterhin wurde auch der Nach- 
weis dafiir gebracht, daB bei herabgesetzter Leistungsfiihigkeit des Organis- 
mus (bei Avitaminose, wie es A, Palladin und seine Mitarbeiter’) gezeigt 
haben) und bei Injizierung von krampferregenden Substanzen (Strychnin, 
Guanidin), laut unseren, (noch unver6ffentlichten Daten) die Muskeln vor 
allem mit Abbau von Kreatinphosphorsiiure reagieren. Aus der kurzen Mit- 
tellung von Meyerhof u. Nachmansohn’) ist ersichtlich, daB die Kr- 
haltung der Erregbarkeit des isolierten Froschmuskels in einer Ringer 

Lisung mit Zusatz von O-Phosphorsiure, an die Bildung von Kreatinphos- 
phorsiiurevorriten im Muskel gebunden ist. Diese Data beweisen die Be- 
deutung der Kreatinphosphorsiure fiir die Erhaltung der Muskelerregbarkeit. 


Die von uns unternommene Untersuchung des Einflusses, 
den das Trainieren auf den Gehalt der Muskel an Kreatinphos- 
phorsiure ausibt, sollte der Vertiefung unserer Kenntnisse iiber 
die Rolle der Kreatinpbosphorsiiure in der Dynamik der Muskel- 


') Meyerhof u. Suranci, Biochem. Zs. Bd. 191, S. 106 (1927). 
*) Nachmansohn, a.a. O. Bd. 196, 8.17 3 (1928). 

*) P.u. G. Eggleton, J. of Physiol. Bd. 65, S. 15 (1928). 

? 

5) 


4 


Peincohmidt u. Ferdmann, Biochem. Zs. Bd. 205, § S. 325 (1929). 
Ferdmann u. Feinsehmidt, Diese Zs. Bd. 178, S$. 173 (1928). 

) A. Palladin u. Eppelbaum, Diese Zs. Bd. 178, S. 179 (1928). 

) A. Palladin, Biochem. Zs. Bd. 204, 5. 140 (1928). 
Meyerhof u. Nachmansohn, Naturwissensch. (1928). 
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tiitigkeit dienen. 
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Kontrollmuskeln. 


Die Kaninchen wurden 20 Stdn. nach Beendigung des Trainierens getotet. 


Tabelle 1. 


Tab. 1 und 2 zeigen, daB in allen Fallen, in 
welchen die Kaninchen 20 bzw. 48 Stunden nach der letzten 
Reizung getétet wurden, der Gehalt des trainierten M. biceps 
fem. an Kreatinphosphorséure bedeutend hodher war, als in den 
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Die durch Trainieren bedingte Steigerung des Gehaltes an 
kreatinphosphorsiure ist keineswegs stabil und kehrt ziemlich 
bald nach Aussetzen des Trainierens wieder zur Norm zuriick. 


Tab. 3 gibt die Ergebnisse der an Kaninchen angestellten Unter- 


suchungen wieder, da die Tiere drei age nach Beendigung des 
Trainierens getétet wurden. Wir sehen, daB in diesem Falle kein 
so groBer Unterschied im Gehalt an Kreatinphosphorsiure zwischen 
dem Versuchsmuskel und der Kontrolle bestanden hatte. 


Tabelle 3. 


Die Kaninchen wurden 8 Tage nach Beendigung des Trainierens getotet. 
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Die in Tab. 4 u. 5 wiedergebenen Versuchsergebnisse deuten 
jarauf hin, da& die durch Trainieren bedingte Steigerung der 
hreatinphosphorsiiure schon in 4—6 Tagen nach Beendigung des 
Trainierens schwand. 

Aus den Arbeiten von Embden und Habs’) wissen wir, 
Jab die durch Trainieren hervorgerufene Erhéhung des Glykogens 
vine ziemlich stabile ist und auch nach 2 Wochen nach Aus- 
setzen des Trainierens noch nicht geschwunden ist. Unsere in 
vezug zur Kreatinphosphorsaure erzielten Ergebnisse, sowohl als 
de von A, Palladin und D, Ferdmann?) hinsichtlich des Kreatins 
‘estgestellten Daten zeigen, das die durch Trainieren bewirkten 
Verinderungen im Gehalte dieser Substanzen nicht so stabil 

'. Embden u. Habs, a.a. O. 

) Palladin u. Ferdmann, a.a. O. 








266 


sind, wie es beim Glykogengehalt der Fall ist; nach einer kurzey 
Frist (4—6 Tage) nach Beendigung des Trainierens kehren dies: 


Substanzen wieder zur Norm zuriick. 


Tabelle 4. 


D.Ferdmann und O. Feinsehmidt, 





Die Kaninchen wurden 4 Tage nach Beendigung des Trainierens getitet 
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Tabelle 5. 
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') Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 203, S. 164 (1928). 
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glatte Muskeln und verschiedene Organe geringe Mengen der- 
selben aufwiesen. Die Untersuchungen von Lohmann. betrefis 
der physitologischen Rolle der Pyrophosphorsiiure, konnten ihre 
Bedeutung fiir solche wichtige Prozesse, wie die Atmung und 
die Assimilation von Kohlehydraten es sind, nicht nachweisen. 
Was aber die Bedeutung der Pyrophosphorsiure fiir die Muskel- 
kontraktionen anbelangt, so zeigen die Experimente von Lohmann, 
daB nur eine gesteigerte Muskeltiitigkeit den Zerfall derselben 
in Molekel von O-Phosphorsiure bewirkt. Die Untersuchungen 
Lohmanns_ stellten auch kein Vorhandensein von Prozessen 
der Synthese von Pyrophosphorsiiure aus O-Phosphorsiiure in den 
Muskeln fest.4) Auf Grund dieser 'l'atsachen und auch des Um- 
staudes, daB die Reaktion des Abbaues von Pyrophosphorsiure 
von geringfiigiger Befreiung von Energie begleitet wird, laBt sich 
annehmen, daB Pyrophosphorsiure in den Muskeln keine ener- 
getische Substanz darstellt. Unsere Untersuchungen, welche in 
Tab. 1—5 dargestellt sind, zeigen, daB durch Trainieren keine 
Anderungen des Gebaltes der Muskeln an Pyrophosphorsiiure zu- 
standekommen. 


Einflu8 des Trainierens auf den Gehalt des Muskels an Hexose- 
phosphorsaure (Lactacidogen). 


Bevor Lohmann Pyrophosphorsiure in den Muskeln ent- 
deckt hatte, wurde auf Grund der Angaben von Embden und 
seiner Mitarbeiter angenommen, daB bis zur Halfte des gesamten 
Phosphors der Muskeln als Verbindung der Phosphorséure iit 
Hexose vorhanden ist, in Form von Hexosephosphorsiure (Lacta- 
cidogen) Embden sprach dem Lactacidogen eine aiuferst hohe 
Bedeutung zu in der Annahme, daB der Muskel wihrend seiner 
Kontraktion, bei Ermiidung, bei verschiedenen Arten von Rigiditiit 
und anderen Bedingungen stets mit einem Zerfall von Lactaci- 
dogen reagiert. Uber die Quantitiit von Lactacidogen wurde in 
allen derartigen Fillen geurteilt, indem die Phosphorsiiure, welche 
wihrend einer 2 stiindigen Autolyse des Muskelbreies in 2°/, iger 
NaHCO, gebildet wird. bestimmt wurde, danach der Vermutung 
Kmbdens in diesen Bedingungen eine vollstiindige Aufspaltung 
des Lactacidogen unter H,PO,-Bildung vor sich geht. Durch die 
Untersuchungen Lohmanns ist aber bewiesen, daB in vielen 


') Lenhartz, beobachtete in Versuchen [Klin. Woch. Bd. 1, S$. 225 
‘1928)|, in vitro im Muskelsaft von Kaninchen eine Synthese von Pyrophos- 
phorsiiure aus O-Phosphorsiure unter Einflu8 von lonen der Adenylsiiure. 
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Fallen — bei Autolyse in NaHCO,, bei Rigiditéat usw. — wenn 
nach Embden H,PO, auf Konto einer Aufspaltung von Lactaci- 
dogen gebildet werden soll, in Wirklichkeit die Bildung von H,PO, 
aus Pyrophosphorsiure stattfindet. Gegenwiirtig rufen alle An- 
gaben beziiglich der Rolle der Hexosephosphorsiiure, die mittels 
der alten Bestimmungsmethode des ,, Lactacidogen*“ nach Embden 
gewonnen wurden, starke Zweifel hervor und neue Untersuchungen 
sind notwendig geworden, um die Bedeutung der Hexosephosphor- 
siiure fiir die Muskeltatigkeit aufzukliren. 

Unsere Untersuchungen in bezug auf Klarung des Einflusses 
des ‘Trainierens auf den Hexosephosphorsiiuregehalt des Muskels, 
die in Tab. 1—5 angefiihrt worden sind, fiihren zu dem Schlusse, 
daB die Steigerung der Leistungsfihigkeit des Muskels keineswegs 
mit der Zunahme von Hexosephosphorsiure verbunden ist. Unsere 
Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, da der Gehalt der 
Muskeln an Hexosephosphorsiure durch Trainieren nicht gesteigert 
wird, sondern im Gegenteil sogar etwas abnimmt, was zugunsten der 
Vermutung spricht, daB das Lacticidogen augenscheinlich keine ener- 
getische Substanz fiir die Muskelkontraktion (wie die Kreatin- 
phosphorsiiure) ist, und daB man es bloB als ein Intermediarprodukt 
des Kohlehydratumsatzes deuten darf. 


SchluBfolgerungen. 


1. Das Trainieren ruft eine starke Erhéhung des Gehaltes 

des Muskels an Kreatinphosphorsiiure hervor. 
2. Diese Steigerung in der Menge der Kreatinphosphorsiure 
ist nicht stabil und schwindet 4—-6 Tage nach Aussetzen des 


Trainierens. 
3. Das Trainieren bewirkt keine Veriinderungen im Gehalt 


an Pyrophosphorsiure des Muskels. 

4. Die gesteigerte Leistungsfihigkeit des Muskels ist an keine 
Steigerung der Hexosephosphorsiiure der Muskeln gebunden. Dies 
zeugt gegen die Annahme, dem Lactacidogen kime eine ener- 


getische Bedeutung im Muskel zu. 
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Alterung des Oxyhamins beim Trocknen. 
Von 
A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Briinn. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1929.) 


Frisch dargestellte, noch feuchte @-Oxyhiminpriiparate zeigen 
griBere Reaktionsfaihigkeit als dieselben, aber trockenen Priparate. 
Wihrend die ersteren z. B. mit 80°/,iger Ameisensiiure schon in 
der Kilte sehr bald krystallisiertes Formylhimin geben, reagieren 
dieselben trockenen Priparate auf diese Weise nicht mehr. Diese 
und ahnliche Alterungserscheinungen sind kaum blof durch ein- 
faches Austrocknen verursacht, sondern es handelt sich eher um 
eine teilweise eingetretene Anhydridbildung und vielleicht auch 
um eine Umlagerung. Fir die Anhydridbildung spricht der 
griBere C-Gehalt, der bei den Analysen der Oxyhiminpraparate 
gefunden wurde!) und dann die analog verminderte Reaktions- 
fihigkeit der feuchten Oxyhiiminanhydridpraparate.’) 

Die Rohoxyhiminpriparate wurden auf die a. a. O. be- 
schriebene Weise durch saure*) oder durch alkalische*), aber nur 
‘|, Stunde dauernde Extraktion der frischen ,,Blutpulver“ dar- 
gestellt. 

Zu den Versuchen wurden zuerst noch feuchte, nur einigemal 
mit verdiinntem Alkohol und dann griindlich mit Wasser ge- 
waschene Praiparate verwendet. Diese Priparate krystallisierten: 

1. mit etwa 80°/,iger Ameisensiure. Die Krystallisation 
konnte mikroskopisch sehr gut verfolgt werden. Kine winzige 
Menge des feuchten Oxyhimins wurde auf ein Objektglas ge- 


1) Diese Zs. Bd. 148, S. 106 (1925); Bd. 176, S. 179 (1928); Bd. 182 
8. 117 (1929). 
*) Vgl. auBerdem Haurowitz u. Zirm, Chem. Ber. Bd, 62, S. 169 (1929). 
*) Diese Zs. Bd. 176, S. 173 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 178, S. 69 (1928). 
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geben, mit einem Deckglas zugedeckt und mit 80°/,iger Ameisen- 
siiure von der Seite befeuchtet: die Krystallisation begann sofort 
und war in wenigen Minuten beendet. Analog verlief auch die 
Krystallisation im Reagenzglas. Die mit Wasser gewaschenen 
und dann an der Luft getrockneten Krystalle des Formylhimins 
waren in Pyridin—Chloroform léslich. In 80°/,iger Ameisensiure 
zerfielen sie rasch in aihnliche, aber kleinere Krystalle, haben also 
ihre Aktivitiit behalten. 

2. Mit Eisessig. Die Krystallisation verlief hier viel lang. 
samer. ei der mikroskopischen Probe wurden in der Kiilte 
keine Krystalle erhalten, da der Kisessig sich eher verfliichtigte, 
aber beim Erwiirmen wurde bald die Bildung von kleinen Kry- 
stallen beobachtet. Im Reagenzglas konnte auch in der Kilte 
Bildung von Krystallen, die den T’eichmannschen 4&hnlich aus. 
sahen, konstatiert werden, aber noch nach 24 Stunden war die 
Krystallisation nur teilweise ausgebildet. Beim Erwirmen wurde 
auch im Reagenzglas die Krystallisation schneller erzielt. Die 
nach 24 Stunden von der Mutterlauge abfiltrierten, mit Eisessig 
und Wasser gewaschenen Krystalle wurden an der Luft getrocknet. 
Sie waren in Pyridin—Chloroform nur wenig léslich. Mit 80°/, iger 
Ameisensiiure gab das frische Praparat bald Krystalle des Formy!- 
hiimins, wiihrend dasselbe an der Luft mehrere Tage getrocknete 
Priiparat diese Krystalle langsamer und nur zum Teil gab, also 
seine Aktivitiit durch das Trocknen teilweise verloren hat, wahr- 
scheinlich deshalb, weil es nur zum ‘Teil aus Acetylhaimin be- 
stand. Kin durch Behandeln des Kaliumoxyhiimins mit Hisessig 
erhaltenes Acetylhiimin') war nach dem ‘Trocknen Jéslich in 
Pyridin—Chloroform und gab mit 80°/,iger Ameisensiure Krystalle 
des Formylhimins auch nur zum ‘Teil. 

3. Mit Aceton und Oxalsiure. Wenn eine winzige Menge 
des feuchten Oxyhiimins auf einem Objektglas mit fester Oxalsiiure 
vermischt, zugedeckt und mit Aceton befeuchtet wurde, konnte 
bald unter dem Mikroskop die Bildung von kleinen Krystallen 
beobachtet werden. Im Reagenzglas wurde die Krystallisation 
nach kurzdauerndem Erwirmen erzielt. Die mit Wasser ge- 
waschenen und an der Luft getrockneten Krystalle waren 10 
Pyridin—Chloroform nur wenig léslich. Mit 80°/,iger Ameiser- 
siiure gab das frische Priparat Krystalle des Formylhimins; das- 
selbe lufttrockene Priiparat krystallisierte langsamer und _niciit 


!) Diese Zs, Bd. 182, S. 120 (1929). 
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b yollstindig, hat also seine Aktivitit zum Teil verloren, weil es 
rt wahrscheinlich nur zum Teil aus Oxalylhiimin bestand. 
ie | 4, Mit Aceton und verdiinnter Schwefelsiiure. Die analog 
n wie mit Oxalsiiure angestellten Versuche verliefen ihnlich, die er- 
1S haltenen Krystalle waren aber sehr klein. 
e OF Das noch feuchte Oxyhiimin gab, mit 95°/,iger Ameisensiiure 
0 und Kisenpulver gekocht, bald auch bei starker Konzentration des 
_ Farbstoffs Protoporphyrinlésung von reiner Farbe.?) 
r. Die feuchten Rohoxyhiiminpriiparate wurden nun weiter mit 
te 96°/ igem Alkohol gewaschen und mit Ather im Soxhlet extrahiert. 
e, Diese frischen Priparate krystallisierten noch mit 80°/, iger Ameisen- 
y- siure in der Kilte. Aber parallel mit fortschreitendem Trocknen an 
te 6 Ss der Luft wurde diese Krystallisationsfihigkeit schwiicher, bis die 
S- uach mehreren Tagen vollkommen lufttrockenen Priparate mit 80°/,- 
le | iger Ameisensiiure fast keine Krystalle gaben. Sie krystallisierten 
le - auch nicht mit Eisessig, mit oxalsiure- oder schwefelsiiurehaltigem 
ie ' Aceton. Sie waren auch iiberhaupt weniger léslich als die feuchten 
ig | Priiparate. Beim Kochen mit 95°/,iger Ameisensiure und Kisen- 
t. pulver konnte die Protoporphyrinlésung nur bei sehr geringer 
er ' konzentration des Farbstoffs erhalten werden, wihrend bei 
]- crbBerer Konzentration des Farbstoffs durch kurzdauerndes Kochen 
te ' ein Pseudoporphyrin und durch laingeres Kochen ein Hiimatin- 
50 | korper infolge Resynthese resultierte. Aber die trockenen Prii- 
r- ' parate gaben doch Teichmannsche Krystalle ‘beim Kochen mit 
e- | fEisessig und Kochsalz) und Kaliumoxyhiminkrystalle (beim Be- 
ig @® handeln mit 5°/,iger methylalkoholischer KOH-Lésung); diese 
in | Reaktionen verliefen besser als mit feuchten Priiparaten. 
le Die lufttrockenen Rohoxyhiminpriiparate wurden gereinigt, 


/ indem sie in methylalkoholischer Kalilauge gelist und die Filtrate 
re nach dem Ansiiuern mit Eisessig, mit Wasser verdiinnt wurden. Die 


re amorphen Niederschlige wurden filtriert und mit Wasser gewaschen. 
te iese gereinigten noch feuchten Priiparate zeigten nicht mehr die volle 
en Aktivitiit der feuchten Rohpriparate. Sie gaben zwar mit 80°/, iger 
yn @@% Ameisensiiure bald Krystalle des Formylhiimins, aber mit Eisessig, 
e- @% mit oxalsiure- oder schwefelsiiurehaltigem Aceton gaben sie nur 
in krystallinische Gebilde, so daB eine geringe Veriinderung schon bei 
n- (@ der beschriebenen Reinigung stattgefunden haben muBte. Dieselben 
s- @ lufttrockenen Priparate krystallisierten nicht einmal mit 80°/, iger 
h¢ 


Ameisensiure, gaben aber T'eichmannsche und Kalisalzkrvstalle. 
; @& e 


') Vgl. dazu auch: Diese Zs. Bd. 180, S. 311 (1929); Bd. 182, 8. 117 (1929). 
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Die lufttrockenen Rohoxyhiminpriparate wurden auch nach 
dem a. a. O.!) beschriebenen Verfahren in krystallisierte Oxyhamin. 
anhydridpraparate iiberfiihrt. Diese mit Wasser gewaschenen und 
noch feuchten Praparate zeigten gegeniiber den feuchten Oxy. 
himinpriparaten verminderte Léslichkeit und krystallisierten unter 
den S. 269—271 sub 1—4 beschriebenen Bedingungen nicht. Sie 
gaben Protoporphyrinlésung auch bei starker Konzentration des Farb- 
stofis, wenn sie mit 95°/, Ameisensiure und Kisenpulver gekocht 
wurden (wahrscheinlich infolge Verdiinnung der Saure). Dieselben 
trockenen Priparate gaben nur Chlorhimin- und Kalisalzkrystalle. 
Die trockenen Oxyhiiminanhydridpriparate konnten gerade wie die 
trockenen Oxyhiminpriiparate (S. 271) durch Lésen in methyl. 
alkoholischer Kalilauge mit nachfolgendem Ansi&iuern mit Eisessig 
in reaktionsfahigere Priiparate iiberfiihrt werden, aber die volle 
Aktivitiit der Rohoxyhiminpriparate wurde hier auch nicht er- 
reicht. Sie konnten aber auch nach den a, a. O.*) beschriebenen 
Verfahren in vollaktive Formylhimine iiberfihrt werden; der alte- 
rierte Teil blieb dabei in der Mutterlauge. Auf dieselbe Weise 
konnte auch aus den gemischten Oxyhiimin- und Oxyhiminanhydrid- 
priiparaten, die aus alten ,,Blutpulvern‘*) dargestellt wurden, kry- 
stallisiertes Formylhimin erhalten werden, wihrend der alterierte 
Teil in der Mutterlauge blieb. 


Zusammenfassung. 

Beim Trocknen der Oxyhiminpriparate wurde eine Vermin- 
derung der Aktivitiit beobachtet, die durch teilweise eingetretene 
Anhydrisierung erklirt wird, so da reines aktives @-Oxyhimin 
wabrscheinlich nur solange es feucht ist, existiert, wihrend die 
Hiimine (speziell das Formylhiimin) auch nach dem Trocknen ibre 
Aktivitit behalten. 

1) Diese Zs. Bd. 182 (1929). 


*) Diese Zs. Bd. 182 (1929). 
5) Diese Zs. Bd. 182, S. 123 (1929). 














